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 چکیذٌ

 ،Violaceae ٞیٌیبٞبی هب٘ٛاىٜٕیىّٛسیيٞب هب٘ٛاىٜ ثٌٍِی اُ دذشیيٞبی  ٌیبٞی ٖٞشٙي وٝ ىٍ 

Rubiaceae ، Cucurbitaceae ٚ Fabaceae ٕبهشبٍ ایٗ دذشیيٞبی وٛؿه ثٝ  ٙٛ٘ي.ثیبٖ ٔی

-ٔی( CCCإیيآٔیٙٝ سٚىیُ ٙيٜ ٚ ٙبُٔ ٔٛسیف ٌَٜ ٕیٖشیٙی كّمٛی ) ٥30ٍٛ ٔش٤ٕٛ اُ 

ثبٙي. ثبٍٚ ثَ ایٖٙز وٝ ٕیىّٛسیيٞب ثٝ ٚا٦ٕٝ اطَار كَٜٚ وٚی، ٘م٘ ٟٕٔی ىٍ ٕیٖشٓ 

اُ ػّٕٝ ١ي ٞبی ُیٖشی ٔشؼيى ثٝ ىِیُ فؼبِیزوٙٙي. ٕیىّٛسیيٞب ىفبػی ٌیبٞبٖ ایفب ٔی

٘یِ ٕبهشبٍ ٔٙلَٞ ثٝ ٚ ٚیَٚٓ، ١ي لبٍؽ، ١ي ثبوشَی، ١ي وَْ، ١ي آفبر، ١ي ٥َٕبٖ ٚ... 

ی ٔلممیٗ ثَای ٟٔٙيٕی دَٚسئیٗ ثٝ ٔٙظٍٛ وبٍثَىٞبی ىاٍٚیی ٚ هٛى ٍٔٛى ػلالٝفَى 

ثبٙٙي. ایٗ دذشیيٞبی كّمٛی ٔلٞٛلار ّ٘ی ٥جیؼی ثٛىٜ ٚ ٕٙشِ ٍیجُٛٚٔی ىاٍ٘ي. وٚبٍُٚی ٔی

ٍٚ ٦ٔبِؼٝ ٚ سٛاِی یبثی ٕبهشبٍٞبی ّ٘شیىی ایٗ دذشیيٞب كبئِ إٞیز إز. ىٍ ایٗ  اُ ایٗ

(، ثب إشفبىٜ اُ Viola tricolorٞبی ٕیىّٛسیيی اُ ٌیبٜ ثٙفٚٝ ٕٝ ًٍ٘ )٦ٔبِؼٝ ٙٙبٕبیی ّٖ

ٚ ٕٖٞب٘ٝ ٕبُی ل٦ؼبر ثٝ ىٕز آٔيٜ، ٍٝٛر ٌَفشٝ إز. ٘شبیغ كبُٝ  cDNAغَثبٍَِی 

ی٘ ٕبُ ّ٘ی ٕیىّٛسیيی ػيیيی ٍا ىٍ دی ىاٙز وٝ سبوٖٙٛ ٙٙبهشٝ اُ ایٗ ثو٘، ٙٙبٕبیی د

٘ٚيٜ ثٛى. إشوَاع ٚ هبِٜ ٕبُی ٖ٘جی ٕیىّٛسیيٞب اُ ٌیبٜ ٍٔٛى ٦ٔبِؼٝ ٘یِ ثب إشفبىٜ اُ 

 ٍٗٚSolid Phase Extraction  ٚ ا٘ؼبْ ٙيٜ ٚ ثب ٍٚٗ ٞبی ثَاىفٍٛىtricine-SDS PAGE 

ی ػٞبٍٜ ٞبی سبْ ٚ ٕیىّٛسیيٞبی هبِٜ ٙيٜ ٘یِ ثٝ ثٍَٕی ٚ سبییي ٌَىیي. اطَار ١ي ٔیىَٚث

ُا ٍٔٛى ثٍَٕی لَاٍ ٌَفز ٚ ٍٚٗ ا٘شٚبٍ ٙؼبػی اُ ؿبٞه ٍٚی ٕٛیٝ ٞبی إشب٘ياٍى ثیٕبٍی

 ٞبی ٌَْ ٔٙفی ٔٚبٞيٜ ٙي.ثیٚشَیٗ سبطیَ ٍٚی ثبوشَی
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 پپتیذَبی گیبَی 1-1

ٔیىَٚثی ٌیبٞی اُ ػّٕٝ دذشیيٞبی ٌیبٞی ٍٔٛى ثٍَٕی دذشیيٞبی كّمٛی ٚ دذشیيٞبی ١ي 

ٙاٛ٘ي  ٍیجُْٛٚ ٕبهشٝ ٔی ٞبی ٔٛػٛىار ثیبٖ ٚ ىٍثبٙٙي. دذشیيٞبی كّمٛی ىٍ ٕٞٝ ّّٕٖٝٔی

آٔیٙٝ ٔشفبٚر إز. ثٖیبٍی اُ ایٗ دذشیيٞب ػالاٜٚ ثاَ   إیي 78سب  7ا٘ياُٜ آٟ٘ب ثیٗ  (.1-1)ٙىُ

ٞابی  ِٕٛفیي ٘یِ ٖٞشٙي. ٚیٌْیٙبُٔ یه یب ؿٙي دیٛ٘ي ىی ىْ، -َٕىاٍا ثٛىٖ ٕبهشبٍ كّمٛی 

ػٕٛٔی آٟ٘ب دبیياٍی إشظٙبیی ىٍ ثَاثَ ػٛأُ ٙیٕیبیی ٚ كَاٍسای إاز ٚ ىٍ ٕیٖاشٓ ىفابػی     

سٛا٘ٙاي  ّمٛی ثٝ ىِیُ دبیياٍی ٔٙلَٞ ثٝ فَى هٛى ٔیٔٛػٛى ٔیِثبٖ ٘یِ ٘م٘ ىاٍ٘ي. دذشیيٞبی ك

ٝ ٞبی ثیِّٛٛیه ثٖیبٍ ٕوز فؼبَ ثٕب٘ٙي ثاٝ ٕٞایٗ ىِیاُ    ىٍ ٔلی٤ ٔٙبٕاجی ثاَای    ٞابی ٌِیٙا

 ٥َاكی ىاٍٚ ٖٞشٙي. 

دذشیيٞبی ١ي ٔیىَٚثی یه ٘ٛع ٕیٖشٓ ىفبػی ًاسی ىٍ ٕٞٝ اٙىبَ كیبر ٖٞشٙي واٝ ىٍ  

َٟٜٔ ىاٍٖ ٚ اٖ٘بٖ ٚػٛى ىاٍ٘ي. دذشیايٞبی   ،ثی ٌَٟٔبٖٞب سب ٌیبٞبٖ، ٔٛػٛىار ُ٘يٜ اُ ثبوشَی

ٞب فؼبِیاز ١اي ٔیىَٚثای    ٞب ٚ ٚیَٚٓٞب، ثؼ٢ی اٍُ٘ٞب، لبٍؽ١ي ٔیىَٚثی ىٍ ٔمبثُ ثبوشَی

ٞب ىٍ ىفبع اُ ٔیِثبٖ، ثیٗ ٔٛػٛىار ٔوشّاف  ىٞٙي أب ٕٔىٗ إز إٞیز ایٗ فؼبِیز٘ٚبٖ ٔی

فبٚر ثبٙي. دذشیيٞبی ١ي ٔیىَٚثی ٕٔىاٗ  ٞبی ٔوشّف ىٍٖٚ یه ٔٛػٛى، ٔشیب كشی ىٍ ثو٘

إز ثٝ ٥ٍٛ ىائٓ ثیبٖ ٙٛ٘ي یب ایٙىٝ ىٍ َٙای٤ هبٛ ٚ ىٍ دبٕن ثاٝ ػبٔاُ ثیٕابٍی ُا سِٛیاي     

 (.1390 ،ٙٛ٘ي )ٕٔٛٛی ْ٘اى ٚ ٕٞىبٍاٖ

 پپتیذَبی حلقًی در گیبَبن 1-1-1

 سٛاٖ ثٝ ىٚ ىٕشٝ سمٖیٓ وَى: دذشیيٞبی كّمٛی ىٍ ٌیبٞبٖ ٍا ٔی

 ٞبی سَیذٖیٗ آفشبثٍَىاٖ ثبُىاٍ٘يٜ -1
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3 

 

 ٕیىّٛسیيٞب -2

ای ٚ ٚاػي یه دیٛ٘ي ىی إیيآٔیٙٝ 14( یه دذشیي SFTI-1ثبُىاٍ٘يٜ سَیذٖیٗ آفشبثٍَىاٖ )

ِٕٛفیيی إز وٝ اُ ىا٘ٝ ٌیبٜ آفشبة ٌَىاٖ ػيا ٙيٜ ٚ سٛا٘بیی ثبُىاٍ٘ايٌی سَیذٖایٗ ٍا ىاٍى.   

-ٌٛ٘ٝ اُ هب٘ٛاىٜ 20ىٍ ثی٘ اُ  ٕیىّٛسیيٞب ثٌٍِشَیٗ ىٕشٝ دذشیيٞبی كّمٛی ٌیبٞی ٖٞشٙي ٚ

 Thorstholm)ا٘ي ٌِاٍٗ ٙيٜ Violaceae، Rubiaceae ، Cucurbitaceae ٚ Fabaceaeٞبی 

and Craik., 2011) . 

 

ٙٛى. ( ٘بْ ٚ سٞٛیَ ٔٛػٛىاسی وٝ دذشیيٞبی كّمٛی ىٍ آٟ٘ب ثیبٖ ٔیa.  دذشیيٞبی كّمٛی ٥جیؼی. )1-1ٙىُ 

(bٕ٘بی ٕٙبسیه إىّز )  ٜكّمٛی ٚ اسٞبلار ىٍٖٚ ِٔٛىِٛی ٙبُٔ دیٛ٘يٞبی ىی ِٕٛفیي ٘ٚبٖ ىاىٜ ٙي

 RTD-1ثٝ فَْ ٕیٖشیٗ ٘ٛر إز ِٚی ىٍ  kalata B1  ٚMCoTI-IIإز. آٍای٘ ٕٝ دیٛ٘ي ىی ِٕٛفیي ىٍ 

دیٛ٘ي ىی ِٕٛفیي ٘ياٍى ِٚی ثٝ ػبی آٖ  alpha-amanitinثٝ فَْ ٕیٖشیٗ ِيٍ إز. ٙبیبٖ ًوَ إز وٝ 

( ٕٙبی ٕٝ ثؼيی d) إىّز( سؼياى آٔیٙٛإیيٞب ىٍ c) ٍىوٛٚالاٖ٘ی ثیٗ ٕیٖشئیٗ ٚ سَیذشٛفبٖ ىااسٞبلار 

 .(Thorstholm and Craik., 2011)دذشیيٞبی كّمٛی ا٘شوبة ٙيٜ 
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 میکزيبی گیبَیپپتیذَبی ضذ 1-1-2

ىی دذشیيٞبی وٛؿىی ٖٞشٙي وٝ سؼياى ُیب ،ٌیبٞبٖ ٌَٜٚ ىیٍَی اُ سَویجبر ١ي ٔیىَٚثی

ایٗ دذشیيٞب ٍا ثَ إبٓ ٙجبٞز سٛاِی،  Broekaert 1997ىٍ ٕبَ  دیٛ٘ي ىی ِٕٛفیيی ىاٍ٘ي.

هب٘ٛاىٜ ثٍِي سمٖیٓ وَىٜ إز. ایٗ ٌَٜٚ  5ٞبی ٕبهشبٍی ثٝ دیٛ٘يٞبی ىی ِٕٛفیي ٚ ٚیٌْی

 ّٛسیيٞب، ٕبهشبٍ غیَكّمٛی ىاٍ٘ي.ثَ هلاف ٕیىثٛىٜ وٝ  Knottin-typeدذشیيٞبی  ٙبُٔ

 Amaranthusسَیٗ ػ٢ٛ ایٗ هب٘ٛاىٜ، دذشیيٞبی ١ي ٔیىَٚثی ٖٞشٙي وٝ ىٍ ىا٘ٝ ٔٚوٜ

caudatus  ٚMirabilis jalapa ٙٛ٘ي. ایٗ دذشیيٞب ٥یف ٕٚیؼی اُ ثبُىاٍ٘يٌی ػّیٝ سِٛیي ٔی

ٞبی ىٚ ظَفیشی ِٚىٖ وبسیٖٛٔظجز ٍا ىاٍ٘ي ٚ فؼبِیز آٟ٘ب ثب اف ٞبی ٌَْٞب ٚ ثبوشَیلبٍؽ

ٕیىّٛسیيٞب فؼبِیز ١ي ٔیىَٚثی ٕٚیؼی ٘ياٍ٘ي  ،ف ایٗ دذشیيٞبٙٛى. ثَهلأشٛلف ٔی

(Gruber et al., 2007). 

ٞبی ٌَْ ٔظجز یاب ٌاَْ ٔٙفای فؼبِیاز     ای ٍٚی ثبوشَیثَهی اُ ایٗ دذشیيٞب ثٝ ٥ٍٛ ٚیْٜ

ثبٙاٙي. ثٙابثَایٗ، ىٍ كابَ    ىاٍ٘ي، أب اغّت آٟ٘ب لبىٍ ثٝ ٟٔبٍ فؼبِیز َٞ ىٚ ٌَٜٚ ثبوشَیبیی ٔای 

ثیٙی ٚیْٜ ثٛىٖ فؼبِیز َٞ دذشیي ١ي ٔیىَٚثای اٍائاٝ ٙايٜ ٚػاٛى     ٍاٞی ثَای دی٘ كب١َ ٞیؾ

٘ياٍى. ٌِاٍٗ ا٘يوی دیَأٖٛ ٕبهشبٍٞبی ْٕٛ ؿٙیٗ دذشیيٞبیی ٍٝٛر ٌَفشاٝ إاز. ثاب ایاٗ     

-( ٘ٚابٖ ىاىٜ إاز واٝ دذشیايٞبی ١اي     in silicoَْ٘ افِاٍی ٚ وابٔذیٛسَی )  ٦ٔبِؼبرٚػٛى، 

ای اِٚیاٝ َٔثا٣ٛ ثاٝ اػ٢ابی هاب٘ٛاىٜ      فبر ىٍ سٛاِی إیيآٔیٍٙٝغٓ اهشلأیىَٚثی ٌیبٞی ػّی

-ٔای  ىٞٙي. ىا٘٘ ٕبهشبٍ ٕاْٛ، ثؼيی ٘ٚبٖ ٔی-ٞبیی ٍا ىٍ ٕبهشبٍ ٕٝدَٚسئیٙی هٛى، ٙجبٞز

ُا ایؼبى وٙي. ثاٝ ػالاٜٚ،   ٞبی ثیٕبٍیٞبی ػيیيی ىٍ ٔىب٘یٖٓ ػّٕىَى ػّیٝ ثبوشَیسٛا٘ي ثیٙ٘

دذشیيٞب  ٔیىَٚثی دیٟٚٙبى وٙٙيٜ ایٖٙز وٝ ایٗٞبی ١يسٛٝیف ٔىب٘یٖٓ ػّٕىَى ثَای ایٗ دذشیي
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ُا ىاٙاشٝ ثبٙاٙي.   ٞبی ثیٕبٍیٕٔىٗ إز یه ثَٕٞىٙ٘ لٛی ثب فٖفِٛیذیيٞبی غٚبیی ثبوشَی

ٚ هٛى ٌَایی ٍٚی ٦ٕق غٚب ثَای فؼبِیاز ػّیاٝ    ٘ظیَ كؼٓ ِٔٛىِٛی، سٛا٘بیی سؼٕغ ػٛأّی

 .  ((Pelegrini et al,. 2007ٞب ١ٍَٚی ٖٞشٙي ثبوشَی

 پپتیذَبی حلقًی طبیعی بیَسبختبر ي فعبلیت 1-1-3

دذشیيٞبی كّمٛی ٥جیؼی ىٍ ٕبهشبٍ ٚ ا٘ياُٜ ثٖیبٍ ٔشفبٚر ٖٞاشٙي، واٛؿىشَیٗ آٟ٘اب ىٍ    

(. 1-1إز )ٙىُ  آٔیٙٝإیي 78ٞب ٙبُٔ ٚ ثٌٍِشَیٗ آٟ٘ب ىٍ ثبوشَی آٔیٙٝإیي 7ٙبُٔ ٞب لبٍؽ

ٚػٛى ىاٍى اُ ػّٕٝ ٕبهشبٍٞبی وابٔلا ٔؼایٗ،   ٞبی ػٕٛٔی ٔشؼيىی ىٍ ایٗ دذشیيٞب ِٚی ٚیٌْی

ٞبی ُیٖشی وٝ ٘م٘ ٔلٍٛی ىٍ ىفبع ٔٛػٛى ٔیِثبٖ ىاٍ٘اي. ىفابع   دبیياٍی ثٖیبٍ ثبلا ٚ فؼبِیز

ٙاٛى ٚ  ٞاب ٔای  ٞب ثبػض ٔلبفظز ثبوشَی ىٍ ٍلبثز ثب ٕبیَ ٔیىَٚاٌٍب٘یٖٓٔیِثب٘ی، ىٍ ثبوشَی

ٖ ٚ ػبٍ٘ٛاٖ ٍا ػّیٝ ثیٕبٍی ٙئٜٛػت ٞب ٞب ٚ ٌیبٞبٖ ٍا ٖ٘جز ثٝ ٟٔبػٓایٕٙی لبٍؽ  ٞب ٔٞاٛ

   .(Thorstholm and Craik., 2011) وٙئی

 سیکلًتیذَب 1-2

، دبیٍابٜ ا٥لاػابسی اهشٞابٛ    Cybase سٛاِی ٕیىّٛسیيی ىٍ 200ىٍ كبَ كب١َ ثی٘ اُ 

فَٟٕاز ٙايٜ إاز، أاب      )/http://www.cybase.org.au) ىاىٜ ٙيٜ ثٝ دَٚسئیٗ ٞبی كّمٛی

ثَٕاي   50000سوٕیٗ ُىٜ ٔی ٙٛى وٝ سؼياى ٕیىّٛسیيٞبی ٔٛػٛى ىٍ ٥جیؼز ٕٔىٗ إز ثاٝ  

(Wang et al., 2008ثب ٚػٛى ایٗ سٙٛع ثبِمٜٛ ثٍِي، ٔی .)   سٛاٖ ٕیىّٛسیيٞب ٍا ثٝ ػٙاٛاٖ یاه

مٝ ٕبهشٕب٘ی ٔب ثیٗ ٙ٘ ثبلیٕب٘ايٜ  اٍِٛی سَویجی ٥جیؼی وٝ ىٍ آٖ سغییَار سٛاِی ىٍ ٙ٘ كّ

ایٗ سٙٛع  2-1 (. ٙىCraik et al., 2006ُٕیٖشئیٙی كفبظز ٙيٜ ٍم ٔی ىٞي ىٍ ٘ظَ ٌَفز )

 ىٞي.سَویجی ٍا ٘ٚبٖ ٔی

http://www.cybase.org.au/
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 تبریخچٍ کطف سیکلًتیذَب 1-2-1

ٕیىّٛسیيٞب ثَای اِٚیٗ ثبٍ ثٝ ػٙٛاٖ یه هب٘ٛاىٜ ٔٙلَٞ ثٝ فَى اُ داَٚسئیٗ ٞاب ىٍ ٕابَ    

( ٚ دذشیاي ثيٕاز آٔايٜ ٚ    clcycٌَىیي٘ي، ثب ٘بٔی وٝ اُ سّفیك ٚاٌّابٖ ٕایىّٛ )  سؼَیف  1999

ی ٚیٌْی اّٝی آٟ٘ب یؼٙی ٕبهشٕبٖ دذشیيی كّمٛی اُ َٕ ثٝ ىْ ٔشُٞ ٔای ثبٙاي.   ٘ٚبٖ ىٞٙيٜ

( ٕبهشٝ ٙيٜ اُ ٕٝ دیٛ٘اي ىی  cystine knotٕیىّٛسیي ٞب ثٝ ػلاٜٚ یه ٔٛسیف ٌَٜ ٕیٖشیٙی )

ٞابی  ثو٘ٙٛ٘ي. ىٚ دیٛ٘ي اُ ایٗ دیٛ٘يٞبی ىی ِٕٛفیيی ٚ ُ ٔیِٕٛفیي كفبظز ٙيٜ ٍا ٙبٔ

ىٞٙي واٝ ىٍ ٕابهشبٍ دذشیاي ػبٕابُی     ٕبهشٕبٖ اّٝی ٔشُٞ وٙٙيٜ آٟ٘ب كّمٝ ای ٍا سٚىیُ ٔی

(. ٕیىّٛسیي ٞب سٟٙاب هاب٘ٛاىٜ   2-1ٌَىى )ٙىُ ٙيٜ ٚ س٤ٕٛ ثب٘ي ىی ِٕٛفیيی ْٕٛ اكب٥ٝ ٔی

سَویجی اُ یه إىّز كّمٛی ٚ یه ٌاَٜ ٕیٖاشیٙی ٔای    ٙٙبهشٝ ٙيٜ اُ دذشیيٞبیی ٖٞشٙي وٝ 

ٛ ( ٙاٙبهشٝ ٔای  CCK) 1ثبٙٙي، وٝ ثب ٞٓ ثٝ ػٙٛاٖ یه ٔٛسیف ٌَٜ ٕیٖشیٙی كّمٛی ي. ایاٗ  ٘ٙا

ٔٛسیف ٕبهشبٍی ٔٛػت دبیياٍی إشظٙبیی ٕیىّٛسیي ٞب ٙيٜ ٚ ایٗ طجبر ٚ دبیياٍی یه ىِیاُ  

 ٚ  ;Craik et al., 1999ثبٙاي ) یای ٔای  اّٝی ثَای ػلالٝ ثٝ ایٗ دذشیيٞب ثٝ ػٙٛاٖ ىاٍثٖاز ىاٍ

Daly et al., 2009.) 

ٔٚبٞيار اِٚیٝ اُ وبٍثَىٞبی ثبِمٜٛ ٕیىّٛسیيٞب ثٝ ػٙاٛاٖ ػٛأاُ ىٍٔاب٘ی، اُ ٦ٔبِؼابر     

ی آٟ٘ب ىٍ ٥ت ثاٛٔی آفَیماب ثيٕاز آٔايٜ     ٞبی إشفبىٜثبٍَِی ىاٍٚیی ٌیبٞبٖ ٚ اُ ٌِاٍٗغَ

ٙٙبهشٝ ٙيٖ ٕبهشبٍٞبی آٟ٘ب وٚاف ٙايٜ    إز. ىٍ َٞ ىٚ ٍٔٛى، فؼبِیز ٞبی ىاٍٚیی لجُ اُ

ثؼيٞب ثٝ ػٙٛاٖ  ،ثٛى ٚ ػلاٜٚ ثَ آٖ، ىٍ آٖ ُٔبٖ ٔٚوٜ ٘جٛى وٝ ایٗ ِٔٛىَٛ ٞبی فؼبَ ُیٖشی

اػ٢بی یه هب٘ٛاىٜ ثٍِي ٚ ٔٙلَٞ ثٝ فَى اُ دذشیيٞبی كّمٛی ثٝ ٍٕٕیز ٙاٙبهشٝ هٛاٞٙاي   

                                                 
1
 cyclic cystine knot 
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 kalata B1اّٝی ٕیىّٛسیيی (. Gustafson et al., 1994 ; Witherup et al., 1994ٕٝ٘ٛ٘ٙي )

 وٚف ٌَىیي. affinis Oldenlandia آفَیمبیی ٞبی ٌیبٜثَي ىٍ اثشيا ىٍ( إز، وٝ 2-1)ٙىُ 

 ثَای َٕػز ثوٚیيٖ ثٝ ُ٘بٖ وٍٙٛیی إشفبىٜ ٙيٜ س٤ٕٛ ىاٍٚیی ؿبی ٔبىٜ فؼبَ ىٍ دذشیي ایٗ

ٍا  2ػ٢لار ٍكٕای  ٔلَنایٗ دذشیي  1970ىٍ اٚایُ ىٞٝ  Gran. ثبٙئی ُایٕبٖ سٖٟیُ وبٍ ٚ

 CCKٔٛسیف  سَسیت اِٚیٝ ٚ سٛاِی، أب ی آٖ ٍا ٔٚوٜ ٕ٘ٛىاآٔیٙٝسَویت إیي ػيا ٚ سب كيی

 (.Gran., 1970; Gran et al., 1973٘ٚيٜ ثٛى٘ي ) ثؼي ٔٚوٜ ٕبَ 20 سب ایٗ ٕیىّٛسیي

 

 

 

 

 

 

 

 

 سبسَبی صوی سیکلًتیذی مطبلعبت پیص 1-2-2

ٚ ثاب ٕایىّٛسیيٞبی ثابِغی واٝ ثاٝ ٥اٍٛ        سیيٞب س٤ٕٛ ّٖ ٞبیی وي ٌاٌاٍی ٙايٜ  ٕیىّٛ

آِ٘یٕی ٔٚبثٝ ثب  ثیٕٛٙششیه اُ دَٚسئیٗ ٞبی دی٘ ٕبُ ثٌٍِشَ ىٍ یه فَایٙيی وٝ ٙبُٔ فؼبِیز

 ;Dutton et al., 2004آِ٘یٓ إٓذبٍاّیٙیُ ا٘يٚدذشیياُ ٔی ٌَىى، ثَیايٜ ٚ ثَىاٙاشٝ ٔای ٙاٛ٘ي )    

                                                 
2
 Uterotonic 

ٕ٘بی ٕٙبسیه  Kalata B1 (B)( ٕ٘ٛىاٍ ٍیجٖٛ A. )Kalata B1سٛاِی ٚ ٕبهشبٍ . 2-1 ٙىُ

 .kalata B1 (Simonsen et al., 2008)سٛاِی ٚ دیٛ٘يٞبی ىی ِٕٛفیي 
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Saska et al., 2007      ٖٞبیی اُ ایٗ دذشیيٞب، ىٍ كبَ كب١اَ ىٍ ٌٛ٘اٝ ٞابیی اُ ٌیبٞاب ٕٝ٘ٛ٘ .)

 Fabaceaeٚ  )وايٚ(  Cucurbitaceae)ثٙفٚاٝ(،   Violaceae )لٟٜٛ(، Rubiaceae هب٘ٛاىٜ ٞبی

ثب ٌیبٞبٖ ٔٙفَى ٙبُٔ ىٜ ٞب سب ٝيٞب ٕیىّٛسیي ٔوشّف ٌِاٍٗ ٙيٜ إز (، ٘وٛى یب كجٛثبر)

(Gruber et al., 2008; Poth et al., 2011 .) 

  Rubiaceae  ٚViolaceaeٞابی سٕبْ ٕیىّٛسیيٞبی ٌاِاٍٗ ٙايٜ ساب وٙاٖٛ اُ هاب٘ٛاىٜ     

یىّٛسیيی، واٝ ىٍ ثَهای ٔاٛاٍى    ٞبی اهشٞبٝای ٕا  ٍٕٞی اُ ٥َیك ٍٚ٘يی ٔٚبثٝ اُ ٍٚی ّٖ

ٞبی ٕایىّٛسیيی ٔوشّاف ٍا   ؿٙيیٗ ٖ٘وٝ اُ یه ٕیىّٛسیي ٚ ىٍ ثَهی ىیٍَ سَویجی اُ سٛاِی

-ا٘ي وٝ سٛاِی ويٚ ٕٞىبٍاٖ اهیَاً ٘ٚبٖ ىاىٜ Poth(. 3-1ٌَى٘ي )ٙىُ وٙٙي، ثیٕٛٙشِ ٔیوي ٔی

ی ٌیاابٞی هااب٘ٛاىٜاُ  ،Clitoria ternateaٔؼااِا ٙاايٜ اُ ٌیاابٜ  Cter Mوٙٙاايٜ ٕاایىّٛسیي 

Fabaceaeٗ3-1ایٗ ٌیبٜ لَاٍ ٌَفشٝ إز )ٙىُ  1-، ىٍٖٚ ّٖ آِجٛٔی  ٝ ٞابی  (. ٦ٔبِؼابر ٌٛ٘ا

ٕ٘بیاي.  ٞبی ٔٚبثٝ ىٍ ثٌَیَ٘يٜ سٛاِی ٕیىّٛسیيی ٍا سبییي ٔیىیٍَ اُ ایٗ هب٘ٛاىٜ ٘یِ ٚػٛى ّٖ

ِثابٖ ٘یاِ ٘ما٘    ای ٔٛاى ٔغٌی ثٛىٜ، أاب ىٍ ىفابع ٔی  ٞبی ٌیبٞی ثوٚی اُ ٔٙبثغ ًهیَٜآِجٛٔیٗ

ی سٛاِی ٘ٚب٘ٝ ٙجىٝ آ٘يٚدلإٕی ٚ ثٝ ى٘جابَ آٖ  ىٍ ثٌَیَ٘يٜ 1-ٞبی ػٕٛٔی آِجٛٔیٗىاٍ٘ي. ّٖ

-آِجٛٔیٙی ٔی a-وٙٙيٜ ُ٘ؼیَٜآِجٛٔیٗ، یه ٍاث٤، ٚ یه سٛاِی وي b-وٙٙيٜ ُ٘ؼیَٜیه سٛاِی وي

یٙی ٙايٜ  آِجاٛٔ  b-سٛاِی ٕایىّٛسیيی ػابیٍِیٗ ُ٘ؼیاَٜ    Cter Mٕبُ ويوٙٙيٜ ثبٙٙي. ىٍ دی٘

ٞبی ثٖیبٍی ثاب  ی ٌیبٞی ٙجبٞزٕبُٞبی ّ٘ی اُ یه هب٘ٛاىٜ(. دیCamarero., 2011٘إز )

ٕبُ ٕایىّٛسیيی  ٞبی دیٌ٘یَ٘ي. سٛاِیٔیای ٍا ىٍ ثَٞبی كفبظز ٙيٜیىيیٍَ ىاٙشٝ ٚ سٛاِی

ثبٙٙي واٝ ثاٝ ٔٙظاٍٛ    ىٍ هب٘ٛاىٜ ثٙفٚٝ اغّت ٙبُٔ سٛاِی ٘ٚب٘ٝ ٙجىٝ آ٘يٚدلإٕی ٔٚبثٟی ٔی

٦ٔبِؼٝ ٚ ٙٙبٕبیی ٞٓ ُٔبٖ ؿٙيیٗ سٛاِی اُ اػ٢بی ایاٗ هاب٘ٛاىٜ ثاٝ ٚیاْٜ ىٍ ػاٙٔ ثٙفٚاٝ       
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(Viola َٕدَای )ٌََّٜ٘ىى وٝ ىٍ ایٗ ٦ٔبِؼٝ ٘یاِ ثاٝ وابٍ    ٚیْٜ ای ثَای ایٗ ٘بكیٝ ٥َاكی ٔی ى

 (.  Simonsen et al., 2005ٍفشٝ إز )

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 مطبلعٍ سبختبر ي تًپًلًصی سیکلًتیذَب 1-2-3

سٛدِٛاّٛیىی ثاٝ ىٚ ُیاَ     ٞبیٔؼیبٍٕیىّٛسیيٞبی ٙٙبهشٝ ٙيٜ ثَ إبٓ ٙجبٞز سٛاِی ٚ 

ٔ ٔیٙاٝ  آیبة إیي ٙٛ٘ي. ایٗ سمٖیٓ ثٙيی ثَ إبٓ ك٢ٍٛ یب غهب٘ٛاىٜ اّٝی سمٖیٓ ٔی  -ٕای

ٍ   . ثٝ ٥ٍٛیٌیَىٍٝٛر ٔی 5 كّمٝىٍ  دَِٚیٗ ٗ  واٝ  ك٢اٛ  ىلاِاز ثاَ ُیاَ هاب٘ٛاىٜ     داَِٚی

mobius غیبة آٖ ٕیىّٛسیيٞبی  (4-1)ٙىُ  ىاٍى ٚbracelet  ٔای  ٍا ثبػاض  َ ؿاٝ   ٙاٛى. اٌا

ِٚی ٕٞـٙیٗ سٕبیُ  ،ىٞيٚیٌْی ىٚ ُیَ هب٘ٛاىٜ ٍا ٘ٚبٖ ٔی cis-Prolin ٚ ػيْ ك٢ٍٛ ك٢ٍٛ

ٞبی ٔوشّف ٌیبٞی ٚ ٕیىّٛسیيٞبی ٕیىّٛسیيی اُ هب٘ٛاىٜٕبُٞبی ّ٘ی ای دی٘ی ٔمبیٖٝ. ٦ٔبِؼ3ٝ-1 ٙىُ

 .(Camarero., 2011) َٔث٥ٛٝ
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ٞاب ثاب ٚػاٛى    ُیَ هاب٘ٛاىٜ ایٗ ىٍ ای ٔوشّف كّمٝ ٕبهشبٍٞبی ثَایٍا ثٝ ٙجبٞز ثبلای سٛاِی 

ٞاب ثاب ظٟاٍٛ    . اِجشاٝ سمٖایٓ ثٙايی ىٍ ایاٗ ُیٌَاَٜٚ     ٕبُىٞبی ػِئی ٔٛػٛى آٙىبٍ ٔیسفبٚر

وٝ ٕبهشبٍ ٚ ػّٕىَى آٟ٘ب سَویجی اُ ٚیٌْای ٞابی    ٔجٟٓ ٙيٜ إز، ؿَا ٕٙشِیٕیىّٛسیيٞبی 

هب٘ٛاىٜ وٛؿىشَ ْٕٛ ٕیىّٛسیي ثبُىاٍ٘يٜ سَیذٖیٗ یب إز. ُیَ mobius  ٚbraceletٕیىّٛسیي 

cyclic knottin وٝ سمَیجب ٖ٘جز ثاٝ  ثبٙئی ،mobius  ٚbracelet   ٕٞـٙایٗ   ٚ ثاٛىٜ ٔشفابٚر

ٓ إز. ىٚ ػ٢ٛ ایٗ ُیَهب٘ٛاىٜ  CCKٙبُٔ ٔٛسیف  ٕابیَ   یساٛاِی وٕای ثاب اػ٢اب     ٕاب٘ی ٞا

 .  (Craik et al., 2006; Daly et al., 2009) ي٘ٞب ىاٍُیَهب٘ٛاىٜ

 bracelet( ٕبهشبٍ ٕیىّٛسیي سیذیه a. )mobius  ٚbraceletٕبهشبٍ ٚ سٛاِی ٕیىّٛسیيٞبی   .4-1ٙىُ

(cyO2; PDB 2KNM ٚ )mobius (kalata B1; PDB ,1PT4 ٍٜٕیٖشئیٗ ٞبی كفبظز ٙيٜ اُ ٕٙب .)1 

ٚ ؿٟبٍ ٕیىّٛسیي  cyO2( سٛاِی -V ،-V  ٚV-( .)bكّمٝ ٞب ٍا سٚىیُ ٔی ىٞٙي )اسٞبَ  6سب 

mobius  ىیٍَ. ٚیٌْیmobius  ك٢ٍٛ ٞبCis-Prolin  ٝإز، ىٍ كبِیىٝ  5ىٍ كّمbracelet  ایٗ ٞب

 .(Pränting et al., 2010) ٚیٌْی ٍا ٘ياٍ٘ي
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 ٕیٖاشیٙی  ٌَٜ ٕیىّٛسیيٞب ٚ  ِٔٛىَٛ ٞبی ٙبُٔ سٛدِّٛٛی یه ٍَٔٚ وّی اُ 5-1ٙىُ 

َٔواِ   ىٍ اٝاّی  CCK ؿابٍؿٛة . فَاٞٓ ٔای آٍٚى ٖٞشٙي ٍا  دشبٖ٘یُ ىٍٔب٘یوٝ ىاٍای  َٔسج٤

ٞابی   ؿابٍؿٛة ٔی ٌاَىى  ثوا٘ ثابلایی     ثٝ ىٚ ثو٘ سمٖیٓ ثَػٖشٝ ٙيٜ إز، وٝ ٕ٘ٛىاٍ

وابٞ٘  "ٕایىّٛسیيی   ؿابٍؿٛة ٞابی   ٚ ثو٘ دبییٗ سَ ٕیىّٛسیيی ىٍٕز ٍا اٍائٝ ٔی ىٞي

ٝ      "وبٞ٘ یبفشٝ"ٚاّٜ  ٍا ٘ٚبٖ ٔی ىٞي. "یبفشٝ یب ٘بلٜ ایاٗ   ثٝ ایٗ ٔؼٙای ثاٝ وابٍ ٔای ٍٚى وا

وبٔاُ ٔای ثبٙاٙي     CCK ؿبٍؿٛة اُ ٚیٌْی ٞبی وّیيیٍٔٛى  یه یب ؿٙي فبلي ؿبٍؿٛة ٞب

(Kolmar et al., 2009.) ُثٖیبٍی اُ ثٝ ػٙٛاٖ ٔظبَ ،ًوَ ٔی ٌَى٘ي وٝ ىٍ ایٙؼب آٟ٘ب ثٝ ایٗ ىِی 

ٔاٍٛى ٦ٔبِؼاٝ لاَاٍ     هٛى ىاٍٚیی ٖیُدشب٘ ثَای غیَ كّمٛی ٕیٖشیٙی ٌَٜ ِٔٛىَٛ ٞبی كبٚی

 ٔشغیَ دذشیيٞبی یه ّّٕٖٝ ثوٚی اُ ٕیىّٛسیيٞب ٍا ثٝ ػٙٛاٖ ایٗ ٕٛىٔٙي إز وٝ ٚ ٌَفشٝ ا٘ي

 .(Craik et al., 2012سٛدِّٛٛیه ثبُثیٙی وٙیٓ ) دیـیيٌی ىٍ

 ؿبٍؿٛة ٕیىّٛسیيی ٚ سغییَ ىٍ دشبٖ٘یُ ىٍٔب٘ی 1-2-3-1

( ٘ٚبٖ ٔای ىٞاي   5-1ىٍ ٙىُ  A)ٌَٜٚ  CCKٞبی هبٍع ٙيٜ اُ ؿبٍؿٛة اّٝی فّ٘

سٛا٘ٙي ثٝ ٥َق ٔوشّفی سغییَ دیيا وٙٙي سب دشبٖ٘یُ ىٍٔاب٘ی ٚ  ای ٔیوٝ ٕیىّٛسیيٞب ثٝ ٥ٍٛ ثبِمٜٛ

ٞبی ٔٙفاَى  ٔب٘يٜىاٍٚیی ػيیيی الشجبٓ وٙٙي. ایٗ سغییَار ٙبُٔ ػٟ٘ ٞبی ٘م٦ٝ ای ىٍ ثبلی

دذشیيی فؼبَ ُیٖاشی هابٍػی ثاٝ ىٍٖٚ یاه     ثَای ثٟیٙٝ ٕبُی فؼبِیز، دیٛ٘ي ٙيٖ یه سٛاِی 

٘بكیٝ اُ كّمٝ ىٍ ؿبٍؿٛة ٕیىّٛسیيی ٚ یب وٛؿه ٕبهشٗ یه یب ؿٙاي كّماٝ ٕایىّٛسیيی    

( س٤ٕٛ یه ٕاَی ٌِاٍٙابر اهیاَ اُ    Bای )لٖٕز ٞبی ٘م٦ٌَٝىى. ٦ٔبِؼبر ػٟ٘ ُاییٔی

ٕیٖشئیٙی ٔٙفَى وٝ ىٍ آٖ ٞب َٞ ثبلی ٔب٘يٜ غیَ  آلا٘یٗ ٚ ِیِیٗ ٖٔشٙي ٌَىیيٜ إزإىٗ ٞبی 

 Simonsenاُ ؿبٍؿٛة ٕیىّٛسیيی ثٝ ٥ٍٛ ٔشٛاِی ثب آلا٘یٗ ٚ یب ِیِیٗ ػبیٍِیٗ ٙيٜ إز )
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et al., 2008; Huang et al., 2010 ایٗ ٦ٔبِؼبر ل٦ؼبسی اُ ثبلی ٔب٘يٜ ٞبی ىٍ ٔؼَٟ ٦ٕق .)

يٞب ٟٔآ  دذشیي ٍا ٘ٚبٖ ىاىٜ ا٘ي وٝ ثَای فؼبِیز ِٕٞٛیشیه ٚ/ یب فؼبِیز كَٜٚ وٚای ٕایىّٛسی  

ٖٞشٙي. ػٟ٘ ىٍ َٞ یه اُ ایٗ ثبلیٕب٘يٜ ٞب ایٗ فؼبِیز ٞبی ٕٕی ٍا اُ ثیٗ ٔی ثاَى، اُ ایاٗ   

ثب ایٗ اُٝ وٝ یىای   3ٍٚ دشبٖ٘یُ ىٍٔب٘ی ٕیىّٛسیيٞب ٍا ثٟجٛى ٔی ثوٚي. إشَاسْی دیٛ٘ي ُىٖ

اُ ٙ٘ كّمٝ ٔٛػٛى ىٍ ؿبٍؿٛة ٕیىّٛسیيی ٔی سٛا٘ي ثب یه ساٛاِی دذشیايی فؼابَ ُیٖاشی     

٘ٚبٖ ىاىٜ ٙايٜ إاز. ىٍ    Cػی ىاٍای اطَار ىٍٔب٘ی ٦ّٔٛة ػبیٍِیٗ ٌَىى، ىٍ لٖٕز هبٍ

  .(Kolmar et al., 2009)يٜ إز ٌَىیػبیٍِیٗ  3ٕ٘ٛ٘ٝ ٘ٚبٖ ىاىٜ ٙيٜ كّمٝ 

 ؿبٍؿٛة ٞبی ٕیىّٛسیيی وبٞ٘ یبفشٝ 1-2-3-2

ٔفْٟٛ سمّیُ ؿبٍؿٛة ٕیىّٛسیيی، اٌاَ ؿاٝ ساب وٙاٖٛ ٞایؾ ٦ٔبِؼاٝ ای واٝ ایاٗ ٘اٛع          

ىٍ ٙىُ  Dٍا ٌِاٍٗ وٙي، ٍٝٛر ٍَ٘فشٝ إز  أب ثٝ ٥ٍٛ وبُٔ ىٍ لٖٕز  CCKؿبٍؿٛة 

إز. ثب ایٗ كبَ ؿبٍؿٛة ٞبی ٌَٜ ٕیٖشیٙی غیَ كّمٛی ىٍ ٔؼاَٟ ؿٙایٗ    ٙيٜاٍائٝ  1-5

ثٖیبٍی اُ ىیٍَ ِٔٛىَٛ ٞبی ىٍٔب٘ی  5-1دبییٙی ٙىُ  ٦ٔبِؼبر ٟٔٙيٕی لَاٍ ٌَفشٝ ا٘ي. ٘یٕٝ

ٕٛىٔٙي ٍا ٘ٚبٖ ٔی ىٞي وٝ ثٝ ٥ٍٛ ٔفٟٛٔی ٔی سٛاٖ آٟ٘ب ٍا َٔسج٤ ثب ؿابٍؿٛة ٕایىّٛسیيی   

ىٍ ٘ظَ ٌَفز. ایٟٙب آ٘بِٛي ٞبیی ٍا ٙبُٔ ٔی ٙاٛ٘ي واٝ ىٍ آٖ ٞاب یاه یاب ؿٙاي دیٛ٘اي ىی        

وٝ ىٍ آٖ دیٛ٘ايٞبی ىی ٕاِٛفیي   (، آ٘بِٛي ٞبیی E-Gِٕٛفیيی كٌف ٙيٜ إز )ٌَٜٚ ٞبی 

ٞبیی وٝ ىٍ آٖ ٕابهشٕبٖ كّماٛی   ( ٚ آ٘بِٛيHسٚىیُ ٙيٜ )لٖٕز  CCKٔشفبٚسی اُ ٔٛسیف 

(، وٝ ػٟ٘ یبفشٝ ی غیاَ كّماٛی ٘بٔیايٜ ٔای     I-Cٕیىّٛسیيی ٙىٖشٝ ٙيٜ إز )ٌَٜٚ ٞبی 

 .(Daly et al., 2000) ٙٛ٘ي
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ثبلایی   ٞبی ٕبهشبٍ سغییَ یبفشٝ. آ٘بِٛي ٞبی ٕٚیىّٛسیيی  ػٕٛٔی ؿبٍؿٛة سٛدِّٛٛی ٞبی  .5-1ٙىُ  ٕٝ ٙىُ   ٘ی

ٝ  ؿبٍؿٛة ٞبی َٔسج٦ی ٖٞشٙي دبییٙی ٙىُ ٚ ٕبهشبٍٞبی ٘یٕٝثٛىٜ  CCK یه ؿبٍؿٛة ٙبُٔ ٘ي  و  ِٕٛفیي ٞبی ىیدیٛ

٘يٜ  ٕیىّٛسیيی.  ػٕٛٔی سٛدِّٛٛی (A) ٕیٖشیٙی یب ٕبهشٕبٖ كّمٛی ٔی ثبٙٙي. ٌَٜ فبليٕٞـٙیٗ  یبی ىاٙشٝ وٕشَ ثبلی ٔب

٘ ( B). ٕٙبٍٜ ٌٌاٍی ٙيٜ ا٘ي 6-1 ثبای ٕبهشبٍٞبی كّمٝ ٌَٚفشٝ  I-VI ػلأز ٕیٖشیٗ ٞبی ٟ ٝ  ػ ٦ ٕیىّٛسیي.   ٘م ای 

(C )ٜٕز.      هبٍػی فؼبَ ُیٖشی سٛاِی دذشیيی س٤ٕٛ یه 3 كّمٝ وٝ ىٍ آٖٕیىّٛسیيی  آ٘بِٛي دیٛ٘ي ُى ٙيٜ ا  ػبیٍِیٗ 

(D ٕیىّٛسیي )ٕز.  كّمٝ ٞب ا٘ياُٜ یىی اُ وٝ ىٍ آٖ ػٟ٘ یبفشٝ ای ٟ ( E-G) وبٞ٘ یبفشٝ ا ٞبیی   ػ شٝ  ؼياى    ٘ یبف  ثب س

ثب   دذشیي( H). ىی ِٕٛفیيی وبٞ٘ یبفشٝ ٞبیدیٛ٘ي ٝ كّمٛی  ٘ي   ٕ یه     ثب ثب  ِٕٛفیيی  ٕبىٜ    ىی  ِّٛی  ٝ    سٛدٛ ث ٖجز  ٘ 

شٝ    θ−defensins .(I-K ) ٘ٚبٖ ىاىٜ ٙيٜ َٔث٣ٛ ثَٝ٘ىثب٘ی  سٛدِّٛٛی. ٕیٖشیٙی ٞبی كبٚی ٌَٜٕیىّٛسیي ٟ٘ یبف دی٘ ػ

 ٙىٖشٝ ٙيٜ إز. ٞبی ٔوشّف كّمٝ ىٍ إىّز َٔث٥ٛٝ وٝ ىٍ آٖٕیىّٛسیيی ٞبی غیَ كّمٛی 
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ایٗ ٘ٛع ٕ٘بی٘ ثيیٗ ٔٙظٍٛ ٥َاكی ٙيٜ إاز واٝ ٔفٟاْٛ اٍسجب٥ابر سٛدِّٛٛیاه ثایٗ       

ٞبی ٕٞب٘ٙي ثَٕب٘ي. ثٝ ػٙٛاٖ ٔظابَ،  ٍا ثی٘ اُ سٛاِی CCKٔٚشمبر ٔوشّف ٚ ؿبٍؿٛة اّٝی 

ٙاٛى، واٝ ثاب    ٔای  E2ٔٙؼاَ ثاٝ سٛدِٛاّٛی     CCKىٍ ؿابٍؿٛة   II-Vِٕٛفیي ىیكٌف ثب٘ي 

٦ٔبثمز ىاٍى ٚ اهیَاً ٘ٚبٖ ىاىٜ ٙيٜ إز واٝ ىٍ    Vc1.1سٛدِّٛٛی وٛ٘ٛسٛوٖیٗ كّمٛی ٙيٜ

ٕاِٛفیيی ىْٚ  ٔيَ كیٛا٘ی ىٍى ٍ٘ٛٚدبسیه ثٝ ٍٝٛر هٍٛاوی فؼبَ ٔی ثبٙي. كٌف ثب٘ي ىی

، ٘ٚابٖ ىاىٜ  SFTI-1)آفشابثٍَىاٖ )  1-ثبُىاٍ٘يٜ سَیذٖیٗ ٔٙؼَ ثٝ سٛدِّٛٛی ٔؼبىَ ثب سٛدِّٛٛی

، ٔی ٌَىى. ایٗ دذشیي ثٝ ػٙٛاٖ یه ؿبٍؿٛة ثَای ٥َاكی ىاٍٚٞابیی ػّیاٝ   F2ٙيٜ ىٍ لٖٕز 

(، دَٚسئبُی وٝ ىٍ ٥َٕبٖ دَٕٚاشبر ثای٘   kallikrein( )KLK4ٚاثٖشٝ ثٝ وبِیىَیٗ ) 4دذشیياُ 

یز، كٌف ثب٘ي ىی ِٕٛفیي ْٕٛ ٔٙؼَ ثاٝ ایؼابى   اُ كي ثیبٖ ٔی ٌَىى، إشفبىٜ ٔی ٙٛى. ىٍ ٟ٘ب

 ,.Clark et al., 2010; Swedberg et al)( ٔای ٙاٛى   Gیه دذشیي كّمٛی ٔؼٕاِٛی )لٖإز   

ٍا ثاٝ   ٕاِٛفیيی اسٞابِی ٔشفابٚر ىی   اطاَار  ٙإبسیه ثٝ ٥ٍٛ  5-1 ٙىُ H لٖٕز .( 2009

٘ٚابٖ ٔای   ( ٍا RTD-1)ٔیٕٖٛ ٍُٚٓ  1-ىیفٖٙیٗ َٔث٣ٛ ثٝ سشب سٛدِّٛٛی وٚي وٝسٞٛیَ ٔی

٘  ثٝ ػبی« 4َ٘ىثب٘ی» آٍای٘ ىٍ یه اسٞبَ ىی ِٕٛفیيی  ىٍ ایٗ ٍٔٛى ىٞي ٍ  آٍایا  ىٍ ٌاَٜ ىا

 ٚ ٕٞـٙیٗ ٔیىَٚثی١يفؼبِیز  ثٝ هب٥َ اهیَاً RTD1-1. دذشیي ىیيٜ ٔی ٙٛى CCK ؿبٍؿٛة

، ىٕاشٝ ای اُ  I–Kىٍ ٟ٘بیز، ىٍ لٖٕز ٞابی   ٍٔٛى سٛػٝ لَاٍ ٌَفشٝ إز. HIV-فؼبِیز ١ي

ٝ  دذشیي إاىّز   ،ٞبی ػٟ٘ ىاىٜ ٙيٜ غیَ كّمٛی ٘ٚبٖ ىاىٜ ٙيٜ إز وٝ ثیبٍَ٘ ایٗ إاز وا

كّمٛی ٕیىّٛسیيی ٕٔىٗ إز ٙىٖشٝ ٙيٜ ٚ ِٔٛىَٛ ٞبیی ٍا ایؼبى وٙي وٝ ُٞٙٛ ٞٓ كبٚی 
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 ,.Tang et al)ٌَٜ ٕیٖشیٙی ثٛىٜ أب یه سٛدِّٛٛی ٔشؼبٍفی اُ إىّز ه٦ی ٍا ىٍ ثَ ٔی ٌیَ٘ي

1999; Daly et al., 2007). 

 َبی سیستی سیکلًتیذَبفعبلیت 1-2-4

وٝ ىٍ ٦ٔبِؼبر غَثبٍَِی ٌاِاٍٗ ٙايٜ إاز    ٕیىّٛسیيی ٞبی ٥یف ٔشٙٛػی اُ فؼبِیز

ٓ    5، ا٘مجبٟ ػ٢لار ٍكٕی-HIVػجبٍسٙي اُ ١ي ٗ ، ١اي ٔیىَٚثای، دابى ٞا ، 6آٍٚىی ٍ٘ٛٚسٖٙای

ٝ ز ِٕٞٛیشیه. اٌَ ؿٝ ٚ فؼبِیز ٞبی ٕٕیز ِّٕٛی ٙبُٔ فؼبِی 7وٚیوَْ ٞابی  ثَهی اُ ػٙجا

٘شوبثی اُ ٘م٦ٝ ٘ظَ سٕٛؼٝ ىاٍٚ ٘ب٦ّٔٛة إز، أب ٕٕیز ا ٕیىّٛسیيٞب 8فؼبِیز ٕٕیز ِّٕٛی

ٞبی ِّٕٛی ٥َٕب٘ی أىبٖ وبٍثَىٞبی ١ي ٥َٕب٘ی آٟ٘اب ٍا سٖاٟیُ   آٟ٘ب ٖ٘جز ثٝ ثَهی اُ ٍىٜ

 Gustafson et al., 1994 ; Witherup et al., 1994; Gran et al., 1973; Tam etٔای وٙاي )  

al., 1999; Hermann et al., 2008; Lindholm et al., 2002; Burman et al., 2010; 

Gerlach et al., 2010 .) 

ٞبی فٛق س٤ٕٛ ٌیبٞبٖ ثَای فؼبِیز ٕیىّٛسیيٞبثٝ ٥ٍٛ ٥جیؼی، ثٝ ٘ظَ ٔی ٍٕي وٝ سِٛیي 

ىٍ ثَاثَ آفبر ٔی ثبٙي.  آیي وٝ ىفبع اُ ٌیبٞبٖ٘یٖز، ثّىٝ ػّٕىَى ٥جیؼی آٟ٘ب ثیٚشَ ثٝ ٘ظَ ٔی

 Gruberٕٞـٙیٗ ٌِاٍٗ ٙيٜ إز وٝ ٕیىّٛسیيٞب ػّیٝ ٕ٘بسيٞب ٚ َْ٘ سٙبٖ فؼبَ ٔی ثبٙاٙي ) 

et al., 2007ثٝ ٘ظَ ٔی ٍٕي وٝ ٔجٙبی ػّٕىَىی ىٍ ثٌَیَ٘يٜ  9وٚی(. ایٗ فؼبِیز ٞبی ُیٖز

ٔظابَ، ٦ٔبِؼابر   ىاٍ٘اي. ثاٝ ػٙاٛاٖ    ثب غٚبٞب ىٍ ٔٛػٛىار ٞيف ٍا ىٍ ثَٕیىّٛسیيٞب سؼبٔلار 

ثبػض اهشلاَ غٚاب  ىٍ ٍٚىٜ لاٍٚ واَْ    kalata B1ٔیىَٕٚىٛح اِىشَٚ٘ی ٘ٚبٖ ىاىٜ إز وٝ 
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اثَیٚٓ ٙيٜ، ٚ ٦ٔبِؼبر ٔوشّف ثیٛفیِیىی اسٞبَ ٕیىّٛسیيٞب ثٝ ٔيَ ٚ/ یب غٚبی ٕاِّٛی ٍا  

 (.Colgrave et al., 2008; Colgrave et al., 2009; Huang et al., 2009سبییي وَىٜ ا٘ي )

 فؼبِیز ١ي ٔیىَٚثی ٕیىّٛسیيٞب 1-2-4-1

ثؼاي اُ   ثٛىٜ إز ٚ 1999ىٍ ٕبَ ٕیىّٛسیيٞب  ىٍ فؼبِیز ١ي ٔیىَٚثی اِٚیٗ ٌِاٍٗ اُ

ٍا ثب سٛػٝ  ١ي ٚ ٘می٢ی سب كيی ٘شبیغ ٦ٔبِؼبر اهیَ آٖ سٟٙب ؿٙي ٍٔٛى ٌِاٍٗ ٌَىیيٜ إز.

ٖ  ٕیىّٛسیيٞب  دشبٖ٘یُ ٚالؼی ٚ ثٙبثَایٗ اٍائٝ ٔی ىٞٙي ٦ٔبِؼبر اِٚیٝ ثٝ ػٛأاُ ١اي    ثاٝ ػٙاٛا

. ثاٝ ٘ظاَ ٔای ٍٕاي واٝ ثَهای اُ       (Daly et al., 2011ُٞٙٛ ٍٚٙاٗ ٘ٚايٜ إاز )    ٔیىَٚثی

ٕیىّٛسیيٞب ىٍ َٙای٤ آُٔبیٚی هبٛ فؼبِیز ١ي ٔیىَٚثی ٘ٚبٖ ٔی ىٞٙي، أاب ایاٗ فؼبِیاز    

كفا    ِِٚٔبً سلز َٙای٤ ٕ٘ه ثبلا وٝ ٕٔىٗ إز ىٍ یه ٕبٔب٘ٝ فیِیِّٛٛیىی ٔٚبٞيٜ ٙٛى،

ٍٕي ىٍ ٔیبٖ فؼابِشَیٗ ٕایىّٛسیيٞبی ثاب    ثٝ ٘ظَ ٔیO2  Cycloviolacinٕ٘ی ٌَىى. ٕیىّٛسیي 

 (.Pränting et al., 2010هبٝیز ١ي ٔیىَٚثی ثبٙي )

ٍٝٛر ٌَفز ؿٟبٍ ٕیىّٛسیي  1999ٚ ٕٞىبٍاٖ ىٍ ٕبَ   Tamىٍ سلمیمی وٝ ثٝ ٕٚیّٝ  

ٔٙفای   ٞبی ٔوشّف )ؿٟبٍ ٌَْٚ فؼبِیز آٟ٘ب ػّیٝ ثبوشَی ٌَىیيٜثٝ ٍٚٗ ٙیٕیبیی ٕٙشِ  وبٔلاً

RDAٔظجز( ثب إشفبىٜ اُ  ٚ ىٚ ٌَْ
 kalata B1ثٍَٕی ٙاي. ٕایىّٛسیيٞبی ٕاٙشِی ٙابُٔ      10

 ْ ٞابی ُیاَ   ىٍ غّظاز  Staphylococcus aureusٔظجاز ٔظاُ    إز وٝ ػّیٝ ثبوشَی ٞبی ٌاَ

غیَ فؼابَ إاز. ثاَهلاف ایاٗ      جشبًٔٙفی ٖ٘ ، ِٚی ػّیٝ ثبوشَی ٞبی ٌَْثٛىٜٔیىَٚٔٛلاٍ فؼبَ 

 ٥S. aureusجیؼی ٍا دیيا وَى٘اي واٝ ػّیاٝ     kalata B1 ،2008ٚ ٕٞىبٍاٖ ىٍ ٕبَ  Gran٘شیؼٝ 

ٕٔىاٗ إاز ٕایىّٛسیيٞبی     ثبٙاي. ٔای ٔٙفی فؼابَ   ٌَْ فؼبَ إز، ِٚی ػّیٝ ٕٛیٝ ٞبی غیَ
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ثااٝ  ٚیٌْاای ٞاابی ٔشفاابٚسی ٖ٘ااجز ا٘اايٜثٍَٕاای ٙاايٕٞىاابٍاٖ  Tamٚ  سٕٛاا٤ ٕااٙشِی وااٝ

ثاٝ   ایٗ ٖٔئّٝ ٕٔىاٗ إاز،  ٙٛ٘ي ىاٙشٝ ثبٙي، اُ ٌیبٜ إشوَاع ٔی ٕیىّٛسیيٞبیی وٝ ٖٔشمیٕبً

ٝ یب ثٝ ىِیُ سفبٚر ىٍ كٖبٕیز  ی،يیِٕٛفٞبی ىیىِیُ سفبٚر ىٍ ٕبهشبٍ یب اٍسجب٣ دُ -ٕاٛی

٘شیؼٝ ٌَفاز واٝ    سٛاٖ َٝیلبًثٙبثَایٗ ٔیثبٙي  إشفبىٜ ٙيٜ ىٍ سلمیمبر آٟ٘ب S. aureusٞبی 

ایاٗ ٘شیؼاٝ غیَٔٙشظاَٜ     إاز.  آٟ٘اب  ٔیىَٚثی ٕیىّٛسیيٞب ٚاثٖشٝ ثٝ ُٔبٖ ٚ غّظزز ١يفؼبِی

ٍ ٕٚبُ ییوٙٙي ٚ سوَیت غٚبَّٕٛ ٍا سوَیت ٔی یوٝ ٕیىّٛسیيٞب غٚب ٘یٖز ؿَا اٝاّی   واب

11فؼبِیز ٕٞٝ 
AMPs  ثٝ ىٕز آٔايٜ اُ ٔٛػاٛىار ٔوشّاف إاز    ی (Tam et al., 1999). 

ٞبی ثبِیٙی ثٝ هٛثی ٘ٚبٖ  ُاثیٕبٍیػّٕىَى ٍا ػّیٝ  -ٕیىّٛسیيٞبی ثٍَٕی ٙيٜ ٍاث٦ٝ ٕبهشبٍ

. ثاب إاشفبىٜ اُ ایاٗ    وٙٙاي  ثٝ ٍٝٛر وبٔلاً سوٞٞی ػُٕ ٔی ،ٞيف ٔٛػٛىارٚ ثیٗ  ىٞٙئی

آیي وٝ ٔی اوٖیياسیٛ ٕیىّٛسیيٞب، ؿٙیٗ ثَ 12سبهٍٛىٌی٘شبیغ ٚ ثٍَٕی ٕیىّٛسیيٞبی ٕٙشِی ٚ 

ثبٙاي  ٞابی دذشیايی   ثَای ٥َاكی آ٘شی ثیٛسیاه  یٔٙلَٞ ثٝ فَى ٕیىّٛسیيٞب ٘م٦ٝ لٛسٕبهشبٍ 

(Pränting et al., 2010).  

 HIV-فؼبِیز ١ي 1-2-4-2

ٞبیی إز وٝ ىٍ ٕیىّٛسیيٞب ٍٔٛى ٦ٔبِؼاٝ لاَاٍ   اِٚیٗ فؼبِیز یىی اُ HIV-فؼبِیز ١ي

ٖ  ٌَفشٝ ٚ ىٍ سؼياىی اُ ٔمبلار ٘یِ سبییي ٌَىیيٜ إز. ٦ٔبِؼبر   13ػّٕىاَى  -اٍسجاب٣ ٕابهشٕب

(SAR ا٘ؼبْ ٙيٜ ٚ طبثز وَى٘ي وٝ یه ل٦ؼٝ اُ ثبلی ٔب٘يٜ ٞبی )ٝٙی ٚالاغ ىٍ ٕا٦ق   اإیيآٔی

kalata B1   ثَای فؼبِیاز ١اي-HIV  ( إٞیاز ىاٍىSimonsen et al., 2008; Gustafson et 
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al., 1994    ١اي  (. ٕٞـٙیٗ ٘ٚبٖ ىاىٜ ٙيٜ إز وٝ ٕبهشٕبٖ كّمٛی ثاَای ىاٙاشٗ فؼبِیاز-

HIV  ٍٞابی اسٞابَ ثاٝ غٚاب      ٔٚوٜ ٙي وٝ ثَٕٞىٙ٘ػيیي ٦ٔبِؼٝ یه ١ٍَٚی إز. ى

كبئِ إٞیز إز، وٝ ثٝ ٘ظَ ٔی ٍٕي ٘بٙی اُ سٛا٘ابیی ا٘شوابثی    HIV-ثَای فؼبِیز ٞبی ١ي

ثبٙاي.   HIVثَای ٍٔٛى ٞيف لَاٍ ىاىٖ ٚ سوَیت دٛٙ٘ غٚابی ًٍار   kalata B1ٕیىّٛسیي 

وٝ ٔب٘غ اُ ٍٚٚى ٚیاَٚٓ ثاٝ ٕاَّٛ ٔیِثابٖ ٔای       HIVثٙبثَایٗ، ثَ هلاف ىیٍَ دذشیيٞبی ١ي 

ىاٍای فؼبِیز ٖٔشمیٓ وٚٙيٌی ٚیَٚٓ ثٝ ٚا٦ٕٝ ٞيف لَاٍ kalata B1 ٙٛ٘ي، ثٝ ٘ظَ ٔی ٍٕي

وٝ ٙبُٔ غٚبٞبی لبیك ٔب٘ٙي ثٖایبٍ غٙای اُ فٖافِٛیذیيٞبی فٖافبسیيیُ      دٛٙ٘ ٚیَٚٓىاىٖ 

 kalata B1ا٘اي واٝ   ٘ٚابٖ ىاىٜ  NMRٚ  14ي. ٦ٔبِؼبر كٍَٖ ُیٖشیثبٙٔی ،إزاسبَ٘ٛ آٔیٗ 

ىاٍى، أب ثیٚشَ سٕٛا٤ ثإَٞىٙ٘ ٞابی آثٍَیاِ      PEسؼبُٔ هبٝی ثب ٌَٜٚ ٞبی َٕ فٖفِٛیذیي 

 .ثٝ ؿٚٓ ٔی هٍٛى، سبطیَ هٛى ٍا ٔی ٌاٌاٍى  15ٔب٘ٙي -دذشیيی ِیذیيی هبٛ وٝ ىٍ ٘ٛاكی لبیك

ْٜ ای فٖفِٛیذیيٞبی ثب ثبٍ ٔٙفی ٍا ٔب٘ٙي ثٖیبٍی اُ دذشیايٞبی  ثٝ ٥ٍٛ ٚی Kalata B1ٕیىّٛسیي 

 (.Henriques et al., 2011) غٚبیی فؼبَ ٔشؼبٍف ٍٔٛى ٞيف لَاٍ ٕ٘ی ىٞي

 فؼبِیز ١ي ٥َٕب٘ی 1-2-4-3

ٕیىّٛسیيٞب ىٍ ثَاثَ سؼياىی اُ ٍىٜ ٞبی ِّٕٛی ٥َٕب٘ی ٔٚشك ٙيٜ اُ ا٘ٛاع ٥َٕبٖ ٞبی 

 NCI، ٥َٕبٖ ٍیٝ )T ((CCRF-CEM-(، ِٕٕٛی RPMI-8226َّٕٛٔوشّف اُ ػّٕٝ ٔیّْٛ )

- H69( ِْٛٙف ، )U- 937GTB( ٜ٥َٕبٖ غي ٚ )ACHN ) ٖٞشٙي. فؼبِیز ىاٍای ٕٕیز ِّٕٛی

ا٘شوابثی  ی ٔاٍٛى ٞايف لاَاٍ ىاىٖ    اُ سٛا٘بیی آٟ٘اب ثاَا   ٘بٙی ١ي ٥َٕب٘ی ثبِمٜٛ ٕیىّٛسیيٞب
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. ثبٙاي ٔیاب٘ىٙ٘ دذشیايٞب ثاب غٚاب  ٔای      ثٝ ىِیُٞبی ٕبِٓ، ٞبی ٥َٕب٘ی ٖ٘جز ثٝ ََّّٕٕٛٛ

ٙبهٜ ىٍٔب٘ی ىٍ َٙای٤ آُٔبیٍٚبٞی ثَای ِّٕٟٛبی ِٕٕٛی ِٙفٕٛیشی ِٔٔٗ اِٚیٝ ىٍ كايٚى  

ثبٙي. اٌَ ؿٝ سؼياىی اُ یٗ ٔیٖٞز، وٝ ٙجیٝ ثٝ سیٕبٍٞبی لبثُ ٔمبیٖٝ ٔب٘ٙي ىٚوٍٖٛٚثیٖ 10

ٔب فمياٖ وٙشََ ىٍ فَٔای اُ  إٕیز ِّٕٛی ىٍ َّٕٛ ٞبی ٥َٕب٘ی ٍا ٘ٚبٖ ىاىٜ ا٘ي،  ،٦ٔبِؼبر

ٕابُى. ساب وٙاٖٛ، فؼبِیاز ٞابی      ٓ ثب سیٕبٍ ٞبی فؼّی ٍا ىٙٛاٍ ٔیٞبی غی٥ََٕب٘ی، لیبَّٕٛ

ىٍ ای ىٍ ٕٙؼ٘ ٞبی ٔجشٙی ثَ َّٕٛ، ثٝ اٍُیبثی ىٍ ٔيَ ٞبی سٍٛٔٛی ٔٛٗ وٝ أیيٚاٍ وٙٙيٜ

ِّٛی ٌاَىى، ٔجايَ ٘ٚايٜ إاز. ىٍ ٘شیؼاٝ، ٕإیز ٕا       آٖ ٕٕیز لبثُ ساٛػٟی ٔٚابٞيٜ ٔای   

ٞبی ٥جیؼی ٘یبُ ثٝ اٍُیبثی ثیٚشَی ٞبی ٥َٕب٘ی ىٍ ٔمبیٖٝ ثب َّٕٕٛیىّٛسیيٞب ىٍ ثَاثَ َّٕٛ

 (.Lindholm et al., 2002; Burman et al., 2010; Svangard et al., 2007) ىاٍى

 وٚیفؼبِیز وَْ 1-2-4-4

٦ٔبِؼبر ٘ٚبٖ ا٘ي. ىاْ ٚ اٖ٘ب٘ی آُٔبی٘ ٌَىیيٜٕیىّٛسیيٞب ػّیٝ ا٘ٛاػی اُ اٍُ٘ ٞبی 

 Haemonchus contortus ٚ Trichostrongylusىاٍای فؼبِیز ػّیٝ ا٘ي وٝ ٕیىّٛسیيٞب ىاىٜ

colubriformis ٜىٚ ٕ٘بسٛى ٟٔٓ ىٕشٍبٜ ٌٛاٍٗ ىٍ ٌٕٛفٙي ٔی ثبٙٙي. اهیَاً، ٘ٚبٖ ىاىٜ ٙي ،

، ٚ Ancylostoma caninumٍٚی وَْ للاثياٍ ًٕ ٕب٘بٖ ثَهی ٕیىّٛسیيٞب إز وٝ 

اطَ ٔی ٌٌاٍ٘ي. ایٗ یه ثو٘ ػيیي أیيٚاٍ  ، وَْ للاثياٍ اٖ٘ب٘ی Necator americantusلاٍٚ

وٙٙيٜ ٚ ٙبیٖشٝ ثٍَٕی إز، ُیَا وٝ دشبٖ٘یّی ثَای ٌیبٞبٖ سِٛیي وٙٙيٜ ٕیىّٛسیيی ٚػٛى 

ىاٍى وٝ ثٝ ػٙٛاٖ ىاٍٚٞبی ٥جیؼی ٔٛطَ ىٍ ثَاثَ اٍُ٘ ٞبیی وٝ ػٕيسب وٍٚٛٞبی ػٟبٖ ْٕٛ ٍا 

 Colgrave et al., 2008; Colgrave etٍ ٔی ىٞٙي، ٍٔٛى إشفبىٜ لَاٍ ٌیَ٘ي )سلز سبطیَ لَا

al., 2009.) 
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ِٚی ٕیىّٛسیيٞب ٔٚوٜ ٘یٖز،  اٍّ٘ییب ١ي وٚی وَْٞبی ِٔٛىِٛی فؼبِیز اٌَؿٝ دبیٝ

ٓ   فؼبِیز ایٗٙٛى ٌفشٝ ٔی سَیذٖایٗ ٚ   ٔب٘ٙاي  یٞابی ٌٛاٍٙای ٟٕٔا   ثٝ ىِیُ ثبُىاٍ٘ايٌی آ٘اِی

 كابٚی ٌاَٜ ٕیٖاشئیٙی    ٞابی وٝ ثؼ٢ی اُ دَٚسئیٗ ٘یٖز. ىٍكبِی آٔیلاُ-ویٕٛسَیذٖیٗ یب آِفب

ُ سٛا٘ٙي ىٍ ٍٙي كَٚار ٌیبٞی ثبُىاٍ٘يٜ سَیذٖیٗ ٖٞشٙي ٚ اُ ایٗ ٥َیك ٔی ساخهیَ  ٞاب  ٚ اٍ٘ا

 ٚ كابٚی ٌاَٜ ٕیٖاشئیٙی   اُ دذشیايٞبی   squashٙبُٔ هاب٘ٛاىٜ   ٘ٛع اُ فؼبِیز ایؼبى وٙٙي. ایٗ

 Momordica cochinchinensis اُ MCoTI-I  ٚMCoTI-IIٕیىّٛسیيٞبی ثبُىاٍ٘يٜ سَیذٖیٗ، 

سٛا٘اي ثاب ٔشٛلاف    ٔی ،Amaranthus hypocondriacusآٔیلاُ اُ -إز. ٕٞـٙیٗ ثبُىاٍ٘يٜ آِفب

 (.  (Gruber et al., 2007ىٍ ٍٙي ثؼ٢ی اُ كَٚار ایؼبى وٙيسخهیَ وَىٖ ٢ٞٓ ٘ٚبٕشٝ 

 ضیمیبیی ي بیًلًصیکی سیکلًتیذَبسىتش  1-2-5

ٕیىّٛسیيٞب ٍا ٔی سٛاٖ ثٝ ٥ٍٛ ٙیٕیبیی ٕٙشِ وَى، ثٝ ػلاٜٚ ٖٔیَٞبی سابهٍٛىٖ ٔٛسیاف   

ٌَٜ ٕیٖشیٙی ٘یِ ٔٚوٜ ٌَىیيٜ إز، اُ ایَٙٚ ٍاٜ ثَای ٖٔیَٞبی ٕٙشِ دذشیيی فبُ ػبٔي ثاٝ  

هیاَ ػٙجاٝ ٞابی    ٔٙظٍٛ سِٛیي ٕیىّٛسیيٞبی ىاٍٚیی َٔث٥ٛٝ ٕٞٛاٍ ٔی ثبٙاي. ثٍَٕای ٞابی ا   

ثَ ٍٚی ٕٙشِ ثیِّٛٛیىی آٟ٘اب ٝاٍٛر   ٦ٔبِؼبسی ا٘ي ٚ اهیَاً ٍا دٛٙ٘ ىاىٜ سِٛیيی ٕیىّٛسیيٞب

 Tam et al., 1998; Daly et al., 2003; Craik et al., 2007; Goransson etٌَفشاٝ إاز )  

al., 2003  ٌٍیبٞب٘ی اُ (. ثٝ ٥ٍٛ ػبِت سٛػٟی، ٔٚبٞيٜ اهیَ وٝ ٕیىّٛسیيٞب ثٝ ٥ٍٛ ٥جیؼی ى

لبثُ ثٍَٕای  ثٝ ٥ٍٛ ثبِمٜٛ ای سِٛیي ٔی ٙٛ٘ي، ثَای وٚز ىٍ ٔمیبٓ ثٍِي  16هب٘ٛاىٜ ثمٛلار

ثٛىٜ ٚ أىبٖ سِٛیي ٕیىّٛسیيٞبی ىاٍٚیی فؼبَ ىٍ ٌیبٞبٖ ٍُاػی سَاٍیوشٝ ٍا فاَاٞٓ ٔای آٍٚى   

(Poth et al., 2011  ثؼ٢ی اُ ٌیبٞبٖ سِٛیي وٙٙيٜ ی ٕیىّٛسیي ثٝ ٍٝٛر ٥جیؼای، ثَهای .)  ُا
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21 

 

-ٌیبٞی، ثٝ ٥ٍٛ ثٖیبٍ وبٍآٔيی ٔای  ٌَْ ثٝ اُای َٞ ویٌَّْٛ اُ ثبفز 2ٍا ثب ثبُىٜ  ایٗ دذشیيٞب

 ٕبُ٘ي.

٘یِ ثَای سِٛیاي ٕایىّٛسیيٞبی ٥جیؼای ثاب      O. affinisَّٕٛ ٞبی ٌیبٞی وٚز ىاىٜ ٙيٜ 

یابٖ  ثبُىٜ ػبِی ٍٔٛى إشفبىٜ لَاٍ ٌَفشٝ ا٘ي ٚ ٍٚٗ ٞبی ثیبٖ ثاب ٔياهّاٝ ایٙشئایٗ ٘یاِ ثاَای ث     

اُ ثبوشَی وٚز ىاىٜ ٙيٜ، سٕٛاؼٝ   mg/l 1-5/0ٕیىّٛسیيٞب ىٍ اَٙٙیبوّی، ثب ثبُىٜ سب ثی٘ اُ 

(. ایٗ سِٛیاي ٔای سٛا٘اي ثاٝ ٥اٍٛ      Dornenburg et al., 2010; Seydel et al., 2006یبفشٝ ا٘ي )

فااِای٘ یبثااي. یااه ٍٚیىااَى ثاابِمٜٛ ای كشاای ثااب إااشفبىٜ اُ فَٔب٘شٍٛٞاابی ثبوشَیاابیی ثیٚااشَ ا

كّمٛی ٙيٖ ثب ٚا٦ٕٝ آِ٘یٓ ٘یِ ایؼبى ٙيٜ إز وٝ ىٍ آٖ ٕٙشِ ٙایٕیبیی ثاَای   آُٔبیٍٚبٞی 

ٌیاَى ٚ دأ اُ آٖ سٕٛا٤ آ٘اِیٓ     ّٛسیيی ه٦ی ٍٔٛى إشفبىٜ لَاٍ ٔیٕبُ ٕیىٌَى آٍٚی دی٘

ٌَىى. ایاٗ كّماٛی ٙايٖ ثاب ٚإا٦ٝ آ٘اِیٓ ساب كايی ثیٕٛاٙشِ ٥جیؼای           سَیذٖیٗ كّمٛی ٔی

ٙاٛى، واٝ  ثاٝ ػابی آ٘اِیٓ      وٙي، اٌَ ؿٝ آِ٘یٓ ٔشفبٚسی ٍا ٙابُٔ ٔای  یىّٛسیيٞب ٍا سمّیي ٔیٕ

 ,.Camarero et al., 2007; Jagadish et alا٘يٚدذشیياُ إٓذبٍاّیٙیُ، سَیذٖیٗ ثٝ وبٍ ٔای ٍٚى ) 

2010; Marx et al., 2003.) 

 بزرسی اوعطبف پذیزی سبختبری سیکلًتیذَب  1-2-6

ٝ ٕیىّٛسیيٞب ثاٝ سغییاَ ؿٙايیٗ    بٍؿٛة ؿٔمبٚٔز  ىٍن ثاٝ   ،إٞیاز ُیابىی ىاٍى   كّما

ثَای ٥َاكی ىاٍٚ إشفبىٜ وٙیٓ. اِٚیٗ ليْ ىٍ  ىاٍثٖشیهٞٛٛ اٌَ ٔب ثوٛاٞیٓ اُ آٖ ثٝ ػٙٛاٖ 

ىٍ ٕبهشبٍ ٚ دیؾ هٍٛىٌی ٕیىّٛسیيٞب  ثب هبٝیز آثٍَیِیل٦ؼبر ٘م٘ فٟٓ ایٗ ٘ىشٝ ثٍَٕی 

٘اٛع  ثاب ٕاٙشِ ىٚ    ا٘ؼبْ ٙاي،  2006ٚ ٕٞىبٍاٖ ىٍ ٕبَ  Clarkىٍ سلمیمی وٝ س٤ٕٛ . ثبٙئی

ىٍ ٞاَ ىٚ آ٘ابِٛي   . ٌَىیاي ا٘ؼ٦بف دٌیَی ٕبهشٕبٖ ٕیىّٛسیي ثٍَٕی  kalata B1 ٔوشّف اُ
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ٝ ل٦ؼاٝ ٞیايٍٚفٛة ٚاٍى    ٞبیإیيآٔیٙٝٞبی ثبٍىاٍ ٚ ل٦جی ثٝ ػبی ثوٚی اُ ٝإیيآٔیٙ  5 كّما

ٝ ىٍ  Kalata B1 [W19K/P20N/V21K] ٕاایىّٛسیي ٕاٙشِی . ٘يٙاي   ٕٝااٝ إاایيآٔیٙ 5 كّما

(KNK اُ ٕیىّٛسیي )bracelet   ثٝ ػبی ٕایىّٛسیيmobius ىٍكابِی  ،ىاٍى  ٍ  kalata B1 واٝ ى

. ساٛاِی  ٌَىیيٜ إاز ( ػبیٍِیٗ DKثبٍىاٍ ) ٝىٚ إیيآٔیٙ 5 كّمٝىٍ  [P20D/V21K] ٕٙشِی

KNK واٝ ساٛاِی كفبظاز ٙايٜ ىٍ      ٜ إزاُ ایٗ ػٟز ا٘شوبة ٙي ٝ ٕایىّٛسیيٞبی   5 كّما

bracelet ٜایٗ سٛاِی ىٍ ٕیىّٛسیيٞبی ىٚاْ ٚ  ثٛىmobius  ػٟا٘  . ىٍ ثبٙاي ٍٔٛى ثٍَٕی ٔای

ٞبی ٝوٙ٘ ثیٗ إیيآٔیٙٔیبٖ سخطیَ٘ي وٝ اٜثٝ ایٗ ىِیُ ا٘شوبة ٙي DKٞبی ٝإیيآٔیٙ ،ىْٚ یبفشٝ

٘بدبیاياٍی ٕایىّٛسیي   ٌَىى، ثَ آثٍَیِ ٔیسوَیت ل٦ؼٝ  وٝ ٔٛػتثبٍىاٍ ٔظجز ٚ ٔٙفی ٔؼبٍٚ 

ٝ ٞبی ل٦جای ٚ ثابٍىاٍ ىٍ   ٝثب ٚاٍى وَىٖ إیيآٔیٙ .٦بِؼٝ لَاٍ ٌیَىٍٔٛى ٔ ا٘اياُٜ ل٦ؼاٝ    5 كّما

 سابهٍٛىٌی ساٛاٖ اطاَ آٖ ٍا ٍٚی فؼبِیاز ُیٖاشی ٚ     یبثي ٚ ىٍ ٘شیؼٝ ٔیٞیيٍٚفٛة وبٞ٘ ٔی

ٍا  CCK (Cyclic Cystine Knot) ؿابٍؿٛة  ایٗ ٖٔئّٝ ىٍن ٍٚٙٙی اُ دبیياٍی وَى.ثٍَٕی 

 ,.Clark et al) ٕابُى آٖ ثٝ ػٙاٛاٖ دذشیاي ىٍٔاب٘ی ٍا آٙاىبٍ ٔای      ثٟجٛىىٞي ٚ سٛا٘بیی ثٝ ٔب ٔی

2006). 

Clark  ٘٘ػّیَغٓ َٞ ىٚ دذشیي ٕبهشٝ ٙيٜ ىٍ ٦ٔبِؼٝ هٛى ٘ٚبٖ ىاى٘ي وٝ  ٚ ٕٞىبٍا

دیـ٘  ،آٟ٘ب ایؼبى ٙيٜ ثٛى آة ٌَیِیٞبی ٚ ٚیٌْیٞب ٝىٍ إیيآٔیٙ یٍِیٙیسغییَار ػبىٝ ایٙ

افِای٘ ل٦جیز ٚ ثبٍ ٦ٕلی ىٍ ایٗ ٕیىّٛسیيٞب  ىٍ كبِیىٝ ا٘ي،ىٜٕ٘ٛكف  ٍا  هٛى ٥جیؼی

ؿبٍؿٛة  ٌَىى وَٝٚ ٘شیؼٝ ٔیاُ ایٙفؼبِیز ِٕٞٛیشیه ٍا ىٍ آٟ٘ب كٌف وَىٜ إز. 

 ٟبلبثّیز وبٍثَى ىاٍٚیی آ٘ ٚ ایٗ ٚیٌْی ثبٙٙئیٞب ا٘ؼ٦بف دٌیَ ٕیىّٛسیيٞب ىٍ ٔمبثُ ػٟ٘

 . (Clark et al., 2006) ىٞيٍا افِای٘ ٔی
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٦ابف داٌیَی ثابلا ٚ    ٔفْٟٛ دیٛ٘ي ُىٖ ىٍ ؿٙيیٗ ٔمبِٝ اهیَ ٘ٚابٖ ىاىٜ ٙايٜ إاز. ا٘ؼ    

ی ٚإا٦ٝ ػابیٍِیٙی ؿٙاي ثبلیٕب٘ايٜ    ٝ ٞبی ىاٍثٖز ٕیىّٛسیيی ٘وٖز ثا دٌیَٗ ػبیٍِیٙی

ٝ   ثب kalata B1 ٕیىّٛسیي  5ای آثٍَیِ ىٍ كّمٝ إیيآٔیٙٝ ای ل٦جای ٚ  ثبلیٕب٘ايٜ ٞابی إایيآٔیٙ

(. ٕیىّٛسیيٞبی ػٟ٘ یبفشاٝ ثاب ٚػاٛىی واٝ     Clark et al., 2006) ٜ إزثبٍىاٍ اطجبر ٌَىیي

 Clark etا٘ي، أب ىیٍَ فؼبِیز ِٕٞٛیشیه ٘ياٍ٘ي )ٍا كف  ٕ٘ٛىٜ kalata B1سبهٍٛىٌی ٥جیؼی 

al., 2006.)  اهیَاً یه ٦ٔبِؼٝ ٔٚبثٝ ٍٚی ٕیىّٛسیي-IICcCM ٘ؼبْ ٙيٜ إز، واٝ ىٍ ایٙؼاب   ا

ٞبی ٔوشّاف ػابیٍِیٗ   كّمٝ ثب إیيآٔیٙٝ 5اُ  1ٞبی ای ٚالغ ىٍ كّمٝثبلیٕب٘يٜ ٞبی إیيآٔیٙٝ

ٍٔٛى لبىٍ ثاٝ سابهٍٛىٖ ثاٝ ٥اٍٛ وبٍآٔاي       26ػٟ٘ یبفشٝ اُ  2ٌَىیيٜ ا٘ي. ىٍ ایٗ ٦ٔبِؼٝ سٟٙب 

ف داٌیَی ثابلای ىاٍثٖاز    (. ایٗ ٦ٔبِؼبر ٔٚوٜ وٙٙيٜ ا٘ؼ٦اب Austin et al., 2009٘جٛى٘ي )

ٕیىّٛسیيی ثٝ ػٟ٘ ٞب ثٛىٜ ٚ ثٙبثَایٗ أىبٖ اِمب  یب دیٛ٘ي ُىٖ سٛاِی ٞبی دذشیيی هبٍػی ثٝ 

ای ٕیىّٛسیيی ٍا ثيٖٚ اطَ ٌٌاٍی ٍٚی سبهٍٛىٌی ٥جیؼی آٟ٘اب ٘ٚابٖ   ىٍٖٚ ٕبهشبٍ إیيآٔیٙٝ

ِٛی ٕایىّٛسیيی  ؿٙيیٗ ٦ٔبِؼٝ ٍا ٘ٚبٖ ٔی ىٞي وٝ ىٍ آٟ٘ب ىاٍثٖز ِٔٛى 6-1ٔی ىٞي. ٙىُ 

ٞاابی دذشیاايی ثااٝ واابٍ ٍفشااٝ ٚ وشبثوب٘ااٝ ٞاابیی ثااٝ ٔٙظااٍٛ ٟٔٙيٕاای ثااَای دیٛ٘ااي ُىٖ سااٛاِی

ا٘ي. ىٍ َٞ كبَ ثبیٖاشی ٔاٍٛى سٛػاٝ    ٕیىّٛسیيٞبیی ثب ػّٕىَىٞبی ُیٖشی ػيیي ایؼبى ٕ٘ٛىٜ

لَاٍ ثٍیَى وٝ ثٝ ػّز دبیياٍی ٚ إشلىبْ ثابلای ؿابٍؿٛة ٕایىّٛسیيی، دیٛ٘اي ُىٖ ساٛاِی      

ػيیي ثٝ ىاٍثٖز دذشیيی لأُٝ ىلز ثیٚشَی إز. ا٥ٕیٙابٖ كبٝاُ ٕ٘اٛىٖ اُ ایٙىاٝ      دذشیيی

ٕبهشبٍ دذشیيی اٍائٝ ٙيٜ ثٝ ؿبٍؿٛة ٕیىّٛسیيی، سلز سغییَار ٕبهشبٍی ٍٞٙابْ سابهٍٛىٖ   
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ی دیٛ٘ي ٙيٜ اُ ٘ظَ ثیِّٛٛیه ایؼابى ٕ٘ای وٙاي،    ٔٙبٕت ٕیىّٛسیيٞب اهشلاِی ىٍ فؼبِیز ل٦ؼٝ

ٍي -ٕ٘ٛ٘ٝ ٞبی ىٍٔب٘ی َٔث٥ٛٝ اهیَ ٙبُٔ دیٛ٘ي ُىٖ یه سٛاِی ١ي ثٖیبٍ كبئِ إٞیز إز.

ثَای ثَ٘بٔٝ ٞبی وبٍثَىی ىٍ ىٍٔبٖ ٥َٕبٖ ٚ سٕٛاؼٝ یاه    kalata B1 ثَ ٍٚی ٕیىّٛسیي ُایی

ٟٔبٍ وٙٙيٜ دَٚسئبُ ثَای ٚیَٚٓ ثیٕبٍی دب ٚ ىٞبٖ اُ ٥َیك ٦ٔبِؼاٝ دیٛ٘اي ُىٖ ىٍ ؿابٍؿٛة    

(. ایٗ وبٍثَى ٞابی ىاٍٚیای ثابِمٜٛ    Thongyoo et al., 2008ٔی ثبٙي ) II–MCoTIٕیىّٛسیي 

-ٕیىّٛسیيٞبی دیٛ٘يی ٘وٖز ٥ی ٦ٔبِؼبر اهیَ وٝ ثاب ٞايف ایؼابى ػٛأاُ ىٍٔاب٘ی ١اي      

ثیٚاشَ  ا٘ي، ىٍ ُیَ ثب ػِئیبر ٥َٕب٘ی ػيیي ٚ ١ي ٚیَٚٓ ٞبی ٔجشٙی ثَ دذشیي ٥َاكی ٌَىیيٜ

 (.6-1َٙف ىاىٜ ٙيٜ إز )ٙىُ

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ثَای ظٍٟٛ فؼبِیز  kalata B1  ٚMCoTI-IIهلاٝٝ ای اُ ثَهی سغییَار ا٘ؼبْ ٙيٜ ىٍ . 6-1ٙىُ

ٞبی ٔوشّف ایٗ ىٚ ٕیىّٛسیي  كّمٝٞبی ثیِّٛٛیه ػيیي. سغییَار ٙبُٔ دیٛ٘ي ُىٖ دذشیيٞبیی ىٍٖٚ 

 MCoTI-I 5ٚ  4، 3، 2، 1ٞبی  كّمٝٔی ٙٛى. وشبثوب٘ٝ ٞبی ٔجشٙی ثَ ٕیىّٛسیي ٕٞـٙیٗ ثب إشفبىٜ اُ 

ثَای ٦ٔبِؼٝ اطَ ػٟ٘ ٞبی ٔٙفَى ٍٚی فؼبِیز ثیِّٛٛیه ٚ سٛا٘بیی فِٛيیًٙ ػٟ٘ یبفشٝ ٞبی 

MCoTI-I  ٍایؼبى ٙي. ٔٛلؼیز سغییَار اِمب ٙيٜ ثٝ ؿبٍؿٛة ٕیىّٛسیيی ثب إشفبىٜ اُ ٕبهشب

MCoTI-II (pdb ID: 1IB9 ٖىٍ سٞٛیَ ٘ٚب ).ىاىٜ ٙيٜ إز 
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 ٔٚوٞبر هب٘ٛاىٜ ثٙفٚٝ ثٝ ػٙٛاٖ یىی اُ ٔٙبثغ ٕیىّٛسیيٞب 1-3

ٙيٜ إز واٝ ٕٞاٝ    سٚىیُ ٌٛ٘ٝ 900 كيٚى ٚ ػٙٔ 22 ( اViolaceaeُهب٘ٛاىٜ ثٙفٚٝ )

-ىٍ ٔٙب٥ك ٔؼشيَ ٔشَٕوِ ٔی ای ثٛىٜ ٚ ػٕيسبًٚ ٔؼٕٛلاً ثٝ ٍٝٛر ػّفی ٚ یب ىٍهشـٝ 18ُیػب

 5وبٕاجَي،   5ٞبیی َٔوات اُ  ٚ ٌُىاٙشٝ ىاٍ ٞبی ٔشٙبٚة، ٌٛٙٛاٍنثبٙٙي. ایٗ ٌیبٞبٖ ثَي

( ٙبُٔ ٌٛ٘ٝ ٞبیی یىٖبِٝ یاب ؿٙيٕابِٝ   Viola) دَؿٓ ىاٍ٘ي. ػٙٔ ثٙفٚٝ 5ٌّجَي ٘بٖٔبٚی ٚ 

ٞابی ىاٍٚیای   (. 1369ٌٝ٘ٛ  هبسٓ ٕبُ، 1385)ػیيی ٚ ٕٞىبٍاٖ،  ثبٙيای ٔیػّفی یب ىٍهشـٝ

(. ػٙٔ ثٙفٚٝ 1373ی ٖٞشٙي )ٙجٛػی، ًٍ٘ یب ثٙفٚٝ فٍَ٘ثٙفٚٝ ٔؼ٦َ ٚ ثٙفٚٝ ٕٝ ،سیَٜ ثٙفٚٝ

 . إز ٌٛ٘ٝ ىٍ ٘ٛاكی ٔوشّف ایَاٖ ٔوٞٛٝب ٕٙبَ ایَاٖ ٔشَٕوِ ٙيٜ 20ثب كيٚى 

ٞبی ثٍَٕای  ا٘ي. أب ٌٛ٘ٝكبٚی ٕیىّٛسیي ثٛىٜثٙفٚٝ ٞبی ثٍَٕی ٙيٜ هب٘ٛاىٜ ٕٞٝ ٌٛ٘ٝ

ٝ % Rubiaceae 5-10)) ٍٚ٘بٓ ٙيٜ هب٘ٛاىٜ (. Daly et al., 2009) ٕایىّٛسیي ىاٍ٘اي  ٞاب  ٌٛ٘ا

ٖ ٦ٔبِؼاابر   هااب٘ٛاىٜ واايٚئیبٖ اُ ٌٛ٘ااٝ ىٚسٟٙااب ا٘ااي وااٝ ٘ٚاابٖ ىاىٜ ا٘ؼاابْ ٌَفشااٝ ساابوٙٛ

Cucurbitaceae))  ثٛىٜكبٚی ٕیىّٛسیي( ا٘ي ٚ ىٍ هب٘ٛاىٜ ثمٛلارFabaceae  ٗ٘یِ ىٍ ؿٙايی )

 ٞب سبییي ٌَىیيٜ إز.ٌٛ٘ٝ ك٢ٍٛ ٕیىّٛسیي

 (.Viola tricolor L)گًوٍ گیبَی بىفطٍ سٍ روگ  1-3-1

 ٘بْ فبٍٕی: ثٙفٚٝ ٕٝ ًٍ٘

 Viola tricolor ٘بْ ػّٕی:

  Violaceae)ثٙفٚٝ(  ٘بْ هب٘ٛاىٜ:

 The Pansy or three colored violet ٘بْ اٍّ٘یٖی:
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 (zahralsalut) ٘بْ ػَثی: ََُٜٞ اِظبِٛر

 

 

 

 

 

 

 ٌیبٜ ٙٙبٕی 1-3-1-1

ٌیبٞی ػّفی، یىٖبِٝ، ىٚ ٕبِٝ ( Pansy( یب ثٙفٚٝ فٍَ٘ی )7-1ٌیبٜ ثٙفٚٝ ٕٝ ًٍ٘ )ٙىُ 

ٛىٜ ٚ ثَهی ٔٛالغ ثّٙي ثاٛىٜ ٚ ثاٝ   ٕب٘شی ٔشَ ث 25ٚ ؿٙي ٕبِٝ ثٛىٜ ٚ اٍسفبع آٖ ٔؼٕٛلا كيٚى 

ٕب٘شی ٔشَ ٔی ٍٕي. ٕبلٝ ٞب وٕی ُاٚیٝ ىاٍ ٚ ثٝ ًٍ٘ ٕجِ ٔبیُ ثٝ ٍُى ٔی ثبٙٙي. ثَي ٞاب   80

ة ثَ ٍٚی ٕبلٝ لاَاٍ ٔای ٌیَ٘اي.    ثی٢ی ٙىُ، ىا٘ٝ ىاٍ ٚ ثيٖٚ ىٔجَي ٖٞشٙي ٚ ثٝ ٥ٍٛ ٔشٙبٚ

َٜ، ٕفیي، آثی، اٍغاٛا٘ی  ٞبی وٛؿه ایٗ ٌیبٜ ًٍ٘ ٞبی ٔوشّفی اُ ػّٕٝ ثٙف٘ ٍٚٙٗ ٚ سیٌُ

ٙاٛ٘ي. ٔیاٜٛ، كابٚی    ٚ ٍُى ىاٍ٘ي وٝ ىٍ ثٟبٍ ٚ سبثٖشبٖ ظبَٞ ٙيٜ ٚ ثٝ ٔیٜٛ دٛٙیٙٝ سجيیُ ٔای 

  هبسٓ ٕبُ، 1385سؼياىی ىا٘ٝ وٛؿه ثی٢ی ٙىُ ٚ ٕفیي ًٍ٘ ٔی ثبٙي )ػیيی ٚ ٕٞىبٍاٖ، 

1369.) 

بِی ٘یاِ ٌٖاشَٗ   ایٗ ٌیبٜ ثٝ ٥ٍٛ هٛىٍٚ ٚ ٌٖشَىٜ ىٍ اٍٚدب ٔی ٍٚیي ٚ ىٍ آَٔیىبی ٕٙ

یبفشٝ إز. ثٙفٚٝ ٕٝ ًٍ٘ ىٍ ٘مب٣ ٔوشّف ایَاٖ ٚ ثٝ هٞٛٛ ىٍ ٘ٛاكی ٕٙبِی ٍٚی٘ ىاٍى. 

 (.1369ٌُ ٚ سٕبْ لٖٕز ٞبی ٌیبٜ ٍٔٛى إشفبىٜ ىاٍٚیی إز )هبسٓ ٕبُ، 

 (Viola tricolorًٍ٘ )ی ثٙفٚٝ ٌٕٝٛ٘ٝ  .7-1ٙىُ

http://exsirplant.mihanblog.com/post/category/17
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 سَویجبر ٙیٕیبیی 1-3-1-2

سَویجاابر ٟٔاآ ایااٗ ٌیاابٜ إاایي ٕبِیٖاایّیه ٚ ٔٚااشمبر آٖ، اُ ػّٕااٝ ٔشیااُ إااشَ،     

ُیي ٚ یُِٛٛیاي  َٛثٛوٖیّیه إیي، ٔب٘ٙي سَا٘ٔ وبفئیه إیي ٚ دی وٛٔبٍیه إیي ٚ ٌّٛوفٙٛو

إز. سَویجبر ىیٍَی ؿٖٛ ٕٔٛیلاّ، سب٘ٗ، فلاٚ٘ٛئیيٞب )اُ ػّٕاٝ اٍٚی یٙشایٗ، إاىٛدبٍیٗ،    

ٚیٛلا٘شیٗ، ٕبدٛ٘بٍسیٗ ٚ ٚی َٕی ٘یٗ( ٚ ٌّیىُٛیيٞبی آ٘شٕٛیب٘یٙی ٘یِ ىٍ ٌیبٜ ٚػاٛى ىاٍ٘اي   

 (.1329  ٌٍَُی، 1373  ٙجٛػی، 1385ٕٞىبٍاٖ، )ػیيی ٚ 

 هٛاٛ ىاٍٚیی 1-3-1-3

وبٍ٘اي ٚ اُ ُیجابیی آٖ   ً٘ ٍا ثٝ ػٙٛاٖ یاه ٌیابٜ ُیٙشای ٔای    ثٖیبٍی اُ افَاى ثٙفٚٝ ٕٝ ٍ

إشفبىٜ ٔی وٙٙي ٚ افَاى وٕی اُ هٛاٛ ىاٍٚیی ٚ ثب اٍُٗ ایٗ ٌٛ٘ٝ اُ ثٙفٚٝ آٌبٞی ىاٍ٘اي. اُ  

ٔیب٘ٝ ُّٔ ٔوشّف ىٍ ا٘ٛاع ثیٕبٍی ٞب، اُ ػّٕٝ ثیٕبٍی ٞبی ثٙفٚٝ ٕٝ ًٍ٘ ىٍ ٥ت ٕٙشی ٚ ػب

سٙفٖی ٔب٘ٙي ثَٚ٘ٚیز، إٓٓ، ٕیبٜ َٕفٝ، ُوبْ ٚ ػلائٓ ىیٍَ َٕٔب هٍٛىٌی ٚ سٙفٖی إاشفبىٜ  

ٙٛى. ٕٞـٙیٗ، ثٝ ٍٝٛر هٍٛاوی یب ١ٛٔؼی ثَای ىٍٔابٖ ثیٕابٍی ٞابی دٕٛاشی ) ٔب٘ٙاي      ٔی

ْ ٔظب٘ٝ ٚ ىفغ ىٍى٘ابن اىٍاٍ كبٝاُ اُ آٖ، ٙات    أٌِب، ٕجٍٜٛ، ٍُى ُهٓ، آوٙٝ(، ٍٚٔبسیٖٓ، ٍٚ

اىٍاٍی، ثی هٛاثی، آٍسَیز ٚ ٕفز ٙيٖ ٌٍٟب ثٝ وبٍ ٔی ٍٚى. یىی ىیٍَ اُ ٔٛاٍى إشفبىٜ ایٗ 

ٌیبٜ وٝ ٕبِیبٖ ىٍاُ ٔؼَٕٛ ثٛىٜ، ثٝ ػٙٛاٖ اىٍاٍ آٍٚ، ٔؼَق، آٍأجو٘ ٚ سٖىیٗ ىٞٙايٜ إاز.   

-ز ١ي ٕاَفٝ ىاٍى. ٕٞـٙایٗ، اطاَ دابن    ؿٖٛ ثٙفٚٝ ٕٝ ًٍ٘ ىاٍای ٕٔٛیلاّ ٔی ثبٙي، هبٝی

-ٕبُی ٚ سٞفیٝ وٙٙيٜ هٖٛ ٍا ثَای آٖ لبئُ ثٛىٜ ا٘ي. ایٗ ٌیبٜ ثاٝ هاب٥َ ٚػاٛى إایي ٕابِی     

ٕیّیه ٚ ٍٚسیٗ، ١ي اِشٟبة ٚ ١ي ىٍى إز. ٕٞـٙیٗ ٍٚسیٗ ٔٛػاٛى ىٍ آٖ ثبػاض ٔمبٚٔاز    

ْٚٞ٘ ٞابی  ػياٍ ٔٛیَي ٞب ٙيٜ ٚ اُ دبٌٍی ٚ هٖٛ َٔىٌی آٟ٘ب ػّٛ ٌیَی ٔای وٙاي. ىٍ دا   
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ػيیي هبٝیز آ٘شی اوٖیيا٘ی ٚ ١ي دیَی ثٙفٚٝ ٕٝ ًٍ٘ سب كيی ثٝ اطجبر ٍٕیيٜ ٚ اطَ ١اي  

ٔیىَٚثی آٖ ٍٔٛى سبییي لَاٍ ٌَفشٝ إز. ایٗ ٌیبٜ ٕٞـٙیٗ هبٝیز ّٖٟٔی ىاٍى. ٘بْ ثٙفٚٝ ٕٝ 

 ًٍ٘ ىٍ ىاٍٚ٘بٔٝ ثؼ٢ی وٍٚٛٞب، اُ ػّٕٝ آَٔیىب، ٚػٛى ىاٍى ٚ اُ آٖ ثیٚشَ ىٍ فاَآٍٚىٜ ٞابی  

  ٙاجٛػی،  1385دٕٛشی )أٌِب( ٚ سٙفٖی )ثَٚ٘ٚیز( إشفبىٜ ٔای ٙاٛى )ػیايی ٚ ٕٞىابٍاٖ،     

 (.1387  اٍىوب٘ی ٕٙٔ ٚ ٕٞىبٍاٖ، 1329  ٌٍَُی، 1373

 روگتیذی ي ضذ میکزيبی گًوٍ بىفطٍ سٍپیطیىٍ مطبلعبت سیکلً 1-3-2

ٝ   ثٍَٕی ٝ  ٞبی ا٘ؼبْ ٌَفشٝ سبوٖٙٛ ؿٙايیٗ ٕایىّٛسیي اُ ٌٛ٘ا ٔؼاِا ٚ  ٍ٘اً  ی ثٙفٚاٝ ٕا

، vitri A-F، ٕیىّٛسیيٞبی A  ٚBٙٙبٕبیی ٕ٘ٛىٜ ا٘ي، وٝ ػجبٍسٙي اُ ٕیىّٛسیيٞبی سَیٖیىّٖٛ 

 varv (A, D, E, F, H, Hm & He) ٞابی ٕایىّٛسیي  ٚ O2  ٚO12 ،kalata Sٕیىّٛٚیٛلإیٗ 

وٝ ثَهی ٔٙلَٞ ثٝ ایٗ ٌٛ٘ٝ ثٛىٜ ٚ ثَهای ٘یاِ ثاَای اِٚایٗ ثابٍ اُ ایاٗ ٌٛ٘اٝ إاشوَاع ٚ         

٘  ٕبُ ّ٘ی سَیٖىّٖٛ ثٙفٚٝ ٕٝا٘ي. دی٘ٙيٜ ٙٙبٕبیی ٕابُ ّ٘ای   ًٍ٘ ٘یِ دیٚشَ ثٝ ػٙاٛاٖ دای

ويوٙٙيٜ ٕیىّٛسیيی ٙٙبٕبیی ٚ ٦ٔبِؼٝ ٌَىیيٜ إز ٚ ساٛاِی آٖ ىٍ ثب٘اه ّ٘ای ٚػاٛى ىاٍى     

(Daly et al., 2009; Svangård et al., 2004; Mulvenna et al., 2005; Gruber et al., 

2008  .) 

ٞبی سبْ اسبِ٘ٛی ٚ ػٛٙاب٘يٜ  ًٍ٘ ثب إشفبىٜ اُ ػٞبٍٜٕٝ ىَٚثی ٌیبٜ ثٙفٚٝ ٔیفؼبِیز ١ي

وَّٚٔشبٖ، اسیُ إشبر ٚ ٔشابِ٘ٛی ٌیابٜ   ٞبی ىیٞبی كبُٝ اُ ػٞبٍٜٚٗٚ هیٖب٘يٜ ٚ ٘یِ فَاو

ٞابی سابْ اسابِ٘ٛی ٚ    ٍٔٛى ٘ظَ ىٍ ِٟٖشبٖ ٍٔٛى ٦ٔبِؼٝ لَاٍ ٌَفشٝ إز. ىٍ ایٗ ٦ٔبِؼٝ ػٞابٍٜ 

ٓ  ػٛٙب٘يٜ ٚ هیٖب٘ ٞابی ٔاٍٛى ثٍَٕای ىاٙاشٝ ا٘اي.      يٜ ثیٚشَیٗ سابطیَ ٍا ٍٚی ٔیىَٚاٌٍب٘یٖا

ٞابی  سَویجبر فؼبَ ١ي ٔیىَٚثی اُ ػٞبٍٜ ٞبی فٛق سبوٖٙٛ ٙٙبٕبیی ٘ٚيٜ ا٘ي. أب غَثبٍَِی
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-ٞبی ٔظجشی ثَای ك٢ٍٛ سَدٙٛئیيٞب ىٍ ػٞبٍٜ ىیفیشٛٙیٕیبیی ا٘ؼبْ ٙيٜ ىٍ ایٗ ٦ٔبِؼٝ سٖز

ٗ ِٛیه إیي ىٍ ػٞبٍٜوَّٚٔشبٖ، فلاٚ٘ٛئیيٞب ٚ فٙ ٞاب ٚ فلاٚ٘ٛئیاي ىٍ   ی اسیُ إشبر ٚ ٕابدٛ٘ی

(. اُ ٘شبیغ كبُٝ اُ ایٗ Witkowska-Banaszczak et al, 2005ىٞي )ػٞبٍٜ ٔشبِ٘ٛی ٘ٚبٖ ٔی

٦ٔبِؼٝ ثٝ ٘ظَ ٔی آیي وٝ سَویجبر ٔمبْٚ ثٝ ىٔب ٘ظیَ ٕیىّٛسیيٞبی ٔٛػٛى ىٍ ایٗ ٌیبٜ، سٛاْ ثاب  

ٔی سٛا٘ٙي ػٕيٜ سبطیَار ١ي ٔیىَٚثی ثٝ ىٕاز آٔايٜ اُ    19افِاییٕبیَ سَویجبر ثٝ ٍٝٛر ٞٓ

 ایٗ دْٚٞ٘ ٍا ثٝ هٛى اهشٞبٛ ىٞٙي. 

20َمسبوٍ سبسی صن 1-4
  

ٕٖٞب٘ٝ ٕبُی ّٖ ٟٕٔشَیٗ َٔكّٝ ىٍ ٟٔٙيٕی ّ٘شیه إز. ٞيف اُ ٕٖٞب٘ٝ ٕابُی ّٖ  

فَایٙاي ّٖ  ثبٙي. ىٍ ایاٗ  ٞبی هبٛ ثٝ ٍٝٛر هبِٜ ٔیثٝ ىٕز آٍٚىٖ ٔمبىیَ ُیبىی اُ ّٖ

ٍٔٛى ٘ظَ اُ ىاهُ یه ّْ٘ٛ ثٍِي ٚ دیـیيٜ ثٝ ىاهُ یه كبُٔ ٕابىٜ ٚ وٛؿاه ا٘شمابَ ىاىٜ    

دٌیَى. َٔاكُ اّٝی ىٍ آُٔبیٚبر ٕٖٞب٘ٝ ٕبُی ّٖ ثٝ َٙف ُیاَ  ٙٛى ٚ سىظیَ ٍٝٛر ٔیٔی

 (.Ausubel, et al., 1995إز )

 ػيإبُی ٚ سىظیَ ل٦ؼٝ ٍٔٛى ٘ظَ -1

21ٕبُی اسٞبَ ل٦ؼٝ ثٝ یه كبُٔ ٕٖٞب٘ٝ -2
٘ٛسَویات ٚ   DNAٌیَی ِٔٛىَٛ ٚ ٙىُ 

 ٚاٍى وَىٖ كبُٔ ثٝ ىاهُ ٔیِثبٖ

 سىظیَ كبُٔ ىٍ َّٕٛ ٔیِثبٖ ٚ سىظیَ ّٖ ٍٔٛى ٘ظَ ثٝ َٕٞاٜ آٖ -3

 ٞبی ػيیي ىٍ كیٗ سمٖیٓ ِّٕٛی٘ٛسَویت ثٝ َّٕٛ DNAا٘شمبَ ِٔٛىَٛ  -4

                                                 
19

 Synergism  
20   cloning 
21

  Cloning Vector 
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َّٕٛ  ٞبی یىٖبٖ دٔ اُ سمٖیٕبر ٔشؼيى َّٕٛ ٔیِثبٖ. َٞایؼبى یه وّٖٛ اُ َّٕٛ -5

٘ٛسَویت إز. ىٍ ؿٙیٗ كبِشی  DNAٞبی ٔشؼيىی اُ ِٔٛىَٛ ىٍ وّٖٛ كبٚی ٖ٘وٝ

 (.Brown, 2010)ٙٛى وٝ ّٖ ٍٔٛى ٘ظَ ٕٖٞب٘ٝ ٕبُی ٙيٜ إز ٌفشٝ ٔی

  pUC19َمسبوٍ سبسی بب استفبدٌ اس يکتًر  1-4-1

ىٍ ایٗ دْٚٞ٘ ػٟز ٕٖٞب٘ٝ ٕبُی ّٖ ٞبی إشوَاع ٙيٜ ٕیىّٛسیيی ٚ سؼیایٗ ساٛاِی   

ٕٖٞب٘ٝ ٕبُی ٍٔٛى إشفبىٜ لَاٍ ٌَفز.  22ثٝ ػٙٛاٖ كبُٔ یب ٘بلُ pUC19ٞب، دلإٕیي ایٗ ّٖ

-ٕایّیٗ ٚ ّٖ ثشاب  ػفز ثبُ ىاٙاشٝ ٚ كابٚی ّٖ ٔمبٚٔاز ثاٝ آٔذای      2686دلإٕیي ٥َٛ   ایٗ

ٞابی ٘ٛسَویات ٚ ػبیٍابٜ ٕٖٞاب٘ٝ ٕابُی      ٌبلاوشُٛیياُ ٍٔٛى إشفبىٜ ثَای غَثبٍَِی وّاٛ٘ی 

MCS
 24وٙٙايٜ ٞابی ا٘ايٚ٘ٛوّئبُی ثَٙای یاب ٔلايٚى     ی سٛاِی ٞبی ثَٙی آِ٘یٓثٌَیَ٘يٜىٍ 23

ثاب   Sma I(. آِ٘یٓ ثَٙی إشفبىٜ ٙيٜ ىٍ ایٗ داْٚٞ٘، آ٘اِیٓ   8-1ثبٙي )ٙىُ اهشٞبٝی ٔی

 ثبٙي.ٔی  CCC↓GGGىٍ ػبیٍبٜ ثَٗ 25دبیب٘ٝ ثَٙی ٝبف

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                 
22

 vector 
23

 Multiple cloning site 
24

  Restriction endonuclease enzymes 
25

  blunt 

 pUC19. دلإٕیي 8-1 ٙىُ

http://en.wikipedia.org/wiki/Endonuclease
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 استخزاج سیکلًتیذَب 1-5

ٞابی ًاسای   اُ ػّٕٝ سَویجبر ٟٔٓ ٌیبٞی ٖٞشٙي وٝ أَُٜٚ ٞٓ اُ ٘ظَ فؼبِیزٕیىّٛسیيٞب 

٥َاكی ىاٍٚٞبی ٔجشٙی ثاَ دذشیاي ثٖایبٍ ٔاٍٛى      ىٍهٛى ٚ ٞٓ لبثّیز دٌیَٗ سغییَار ٦ّٔٛة 

ٞبی ٔشفبٚسی ثَای ػيإبُی ٕیىّٛسیيٞب ٚػٛى ىاٍى اُ ػّٕٝ: إشفبىٜ اُ ٍٚٗثبٙٙي. سٛػٝ ٔی

ثٝ ٔٙظٍٛ ػيإبُی ایٗ دذشیايٞب  . SPEی سؼٛی٠ یٛ٘ی ٚ ٕشٖٛ ، وَٚٔبسٌَٛافLH20ٕفبىؤ 

سٛا٘ي ا٘ؼابْ  ٞبی ٔوشّف ٔیٞبی ٔوشّف غیَ ل٦جی ٚ ل٦جی ثٝ ٌٍٚٗیَی ثب كلاَاثشيا ػٞبٍٜ

ٞبی ىی وَّٚٔشبٖ، اسبَ٘ٛ یب ٔشبَ٘ٛ ٚ ٌیَی ثب سَویجی اُ كلاَدٌیَى. ىٍ ثیٚشَ ٦ٔبِؼبر ػٞبٍٜ

ٌیَى. فبُ غیَ ل٦جی ىی وَّٚٔشابٖ ىٍ ایاٗ َٔكّاٝ    ٍٛر ٔیإشٛ٘یشَیُ ٝ-آة، ٚ یب كلاَ آثی

سَویجبر ِیذیيی ٚ ؿَثی ىٕٚز ٘ظیَ غٚابٞب ٚ وَّٚفیاُ ٚ ... ٍا ىٍ هاٛى كاُ ٕ٘اٛىٜ ٚ ىٍٚ      

ٙٛى. ػٞبٍٜ سبْ ثٝ ىٕز آٔيٜ ثب كلاَ ل٦جی ٔب٘ٙي اسبَ٘ٛ یاب ٔشابَ٘ٛ، كابٚی ػٕايٜ     ٍیوشٝ ٔی

ایٗ دذشیايٞب، ٖٔاشمیٕبً ثاٝ     وبُٔسوّیٜ ٖ٘جی ٚ یب كشی  سٛا٘ي ثَایسَویجبر دذشیيی ثٛىٜ ٚ ٔی

 ٞبی َٔث٥ٛٝ ثبٌٌٍاٍی ٙٛى.  ( ٍٚی ٕشSPEٌٖٛیَی فبُ ػبٔي )ٍٚٗ ػٞبٍٜ

ثَ ػيإبُی فیِیىی إشٛاٍ إز ثيیٗ ٍٝٛر وٝ فبُ ٌیَی فبُ ػبٔي ػٞبٍٜ ٍٚٗاُٝ 

ثبٙاي   بُٔ ٕ٘ٛ٘ٝ ٔیػبٔي ىٍٖٚ ِِٛٝ وٛؿىی لَاٍ ىاىٜ ٙيٜ إز ٚ ىٍ سٕبٓ ثب فبُ ٔبیغ وٝ ٙ

ایاٗ ٘اٛع   ٙٛى.  وَثٗ دیٛ٘ي ىاىٜ ٔی 18یب  8، ٕیّیىبیی ٌیَى. ٔؼٕٛلاً ثَ ٍٚی فبُ ػبٔي  لَاٍ ٔی

ػيإبُی ٚ ٖٙشٚٛی سَویجبر  سٛا٘ي ثب سمَیجبً سٕبْ ٔٛاى غیَ ل٦جی ٔیب٘ىٙ٘ ىٞي. فبُ ػبٔي ٔی

َ ثٌَیَ٘يٜ آىِوٛاٜ اُ ٕشٖٛ ثب سٛػٝ ثٝ ٕ٘ٛ٘ٝ ٍٔٛى ٘ظَ ٚ ػٞبٍٜ ىٍ ٞاب یاب ثبفَٞابی    ٖ، ثب كالا

ٔوشّفی ػٕيسبً ثٝ ٍٝٛر ٌَاىیب٘ی ٚ ثب سغییَ ىٍ ٔیِاٖ ل٦جیز آٟ٘اب ٚ ُٔابٖ ٚ ٔیاِاٖ ٖٙشٚاٛ     

 ٌیَى. ٍٝٛر ٔی



 فُٞ اَٚ                                                                                     ٔمئٝ 

32 

 

  إز. ٘ٚبٖ ىاىٜ ٙيٜ 9-1ٙىُ ىٌٍیَی ٚ إشوَاع ٕیىّٛسیيٞب َٔاكُ ا٘ؼبْ ػٞبٍٜ

 

 

 

 

 

 

   ف ي اَمیت پضيَصااَذ 1-6

-ٞبی ىاٍٚیی ٚ ىٍٔب٘ی ٦ّٔٛة ٔیٔشٙٛع ثب هبٝیز٥جیؼی ٌیبٞبٖ اُ ٔٙبثغ غٙی سَویجبر 

    ٖ ٕایىّٛسیيٞب  ، ثبٙٙي. اُ ػّٕٝ سَویجبر ٥جیؼی ٔفیي ٚ كبئِ إٞیز ثاٝ ىٕاز آٔايٜ اُ ٌیبٞاب

ًاسای  ٞبی ُیٖاشی  فؼبِیز سٙٛع ػظیٓ ایٗ هب٘ٛاىٜ دذشیيی ٚ ثٝ ىِیُٕیىّٛسیيٞب . وٚف ٖٞشٙي

، ١ي آفبر، ١ي اٍّ٘ی، ١ي ثبوشَی، ١ي ی، ١ي لبٍؿی١ي ٚیَٕٚفؼبِیز اُ ػّٕٝ  آٟ٘ب ٔشؼيى

ٚ  واٝ دبیاياٍی كَاٍسای   ی ٔٙلَٞ ثٝ فاَى دذشیيی ٕبهشبٍ  ىاٍا ثٛىٖ ٕٞـٙیٗ .... ٚ ٚ ی٥َٕب٘

ٕیىّٛسیيٞب ثب ىاٍا ثٛىٖ ٕبهشبٍ  ي.بٙثثٖیبٍ ٍٔٛى سٛػٝ ٔی ،ثوٚئیآِ٘یٕی ثی ٘ظیَی ثٝ آٟ٘ب 

ىٍ ٥َاكای ىاٍٚٞابی دذشیايی ٦ٔاَف      ثٝ ػٙٛاٖ ىاٍثٖز ٕبهشٕب٘یوٛؿه ثٖیبٍ دبیياٍ هٛى، 

  .ٖٞشٙي

ُیٖز وٚی ثٝ ٚیاْٜ ٍٚی ثٖایبٍی اُ    اغّت ىاٍای فؼبِیز ٞبیٕیىّٛسیيٞب اُ آ٘ؼبئیىٝ 

ٖٞشٙي، ثیٚشَ ثٝ ػٙٛاٖ ػٛأاُ ىفابػی ٌیبٞابٖ ىٍ     ٞبكَٚار ٚ آفبر ٌیبٞی ٚ ٔیىَٚاٌٍب٘یٖٓ

أَُٜٚ ثب سٛػٝ ثٝ ٔٚىلاسی وٝ ىٍ إاشفبىٜ ٚ یاب ػايْ إاشفبىٜ اُ كٚاَٜ      ٙٛ٘ي. ٘ظَ ٌَفشٝ ٔی

 .  َٔاكُ ا٘ؼبْ ػٞبٍٜ ٌیَی ٚ سوّیٜ ٕیىّٛسیيٞب9-1 ٙىُ
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ٞبی ٕٕی ٙیٕیبیی ثٝ ٚیاْٜ ىٍ ثوا٘ ٔلٞاٛلار وٚابٍُٚی ٚػاٛى ىاٍى،      ٞب ٚ آفز ُىاو٘

ىٞٙاي.  سٛػٝ فَاٚا٘ی ٘ٚابٖ ٔای   دٍَْٚٞٚاٖ ثٝ ٔمبْٚ ٕبُی ٚ ثٟٖبُی ّ٘شیىی ٌیبٞبٖ ػلالٝ ٚ

( Fabaceae) كجٛثابر ایٗ سَویجبر ٥جیؼی ٌیبٞی ثب ك٢ٍٛ هٛى ىٍ ؿٙيیٗ ٌٛ٘اٝ اُ هاب٘ٛاىٜ   

   ٝ ٝ  ىٍ ٕایىّٛسیيی  ٔب٘ٙي ٕٛیب ٚ ِٛثیب ٚ ك٢اٍٛ دذشیايٞبی ٔٚابث  Zeaًٍر )هاٍٛاوی  ی ٌٛ٘ا

mays)،    ْٚأىبٖ ثٝ ْ٘اىی ثب ایؼبى ٌیبٞبٖ ٘ٛسَویت سِٛیي وٙٙيٜ ٕیىّٛسیيٞب ٍا ثٝ ٔٙظاٍٛ ٔماب

-ثٖیبٍ كبئِ إٞیز ٔی ،ٕبُی ٚ ٕٞـٙیٗ اِمبی اطَار ىٍٔب٘ی ٦ّٔٛة ثٝ ٔٛاى هٍٛاوی ٌیبٞی

ثٝ ػلاٜٚ ٔجٙبی ّ٘شیىی ایٗ دذشیيٞب لبثّیز ثیبٖ ٕیىّٛسیيٞبی ثب هبٝیز ًاسی ٦ّٔٛة ٚ  ٕبُى.

ٞب ٚ ٕٞـٙیٗ سِٛیي ٚ ىٕشَٕای ثاٝ ٔیاِاٖ    ٛسیيٞبی ٟٔٙيٕی ٙيٜ، ىٍ ٔیٍَٚاٌٍب٘یٖٓ٘یِ ٕیىّ

   ٖ ٞابی سِٛیاي   ا٘جٛٞی اُ ایٗ دذشیيٞب ٍا ىٍ دی ىاٍى. اُ ایَٙٚ ٦ٔبِؼابر ِٔٛىاِٛی ٚ ٕابهشبٍی ّ

ٞبی ا٘ؼبْ یبفشٝ ٍٚی دذشیيٞبی ٕایىّٛسیيی اُ  وٙٙيٜ ایٗ دذشیيٞب، ٕٞب٘ٙي ٦ٔبِؼبر ٚ غَثبٍَِی

 ای ثَهٍٛىاٍ إز. إٞیز ٚیْٜ

ٕابُٞبی ّ٘ای واي وٙٙايٜ     ٞيف اُ دْٚٞ٘ كب١َ، ٦ٔبِؼٝ ٕبهشبٍ ّ٘شیىی ثَهی اُ دی٘

-ًٍ٘ ٔیٕیىّٛسیي ٚ ٕٞـٙیٗ سوّیٜ ٚ اطَ ٕٙؼی ١ئیىَٚثی ایٗ دذشیيٞب اُ ٌیبٜ ثٙفٚٝ ٕٝ

ثبٙي وٝ دیٚشَ ٘یِ ؿٙيیٗ ٕیىّٛسیي ىٍ ٦ٔبِؼبر ٔوشّف اُ ایٗ ٌیبٜ ٙٙبٕبیی ٙيٜ إز. ٌیابٜ  

ٙفٚٝ ٕٝ ًٍ٘ اُ ٌیبٞبٖ ىاٍٚیی ثٛىٜ ٚ هٛاٛ ىٍٔب٘ی ثٖیبٍی ثَای آٖ ًوَ ٙيٜ إاز، أاب   ث

ٞبی ٔفیي ىٍٔب٘ی ٚ ىاٍٚیی، ثب ٕیىّٛسیيٞبی ٔٛػٛى ای ػٟز اٍسجب٣ ایٗ ٚیٌْیسبوٖٙٛ ٦ٔبِؼٝ

ىٍ ایٗ ٌیبٜ ا٘ؼبْ ٘ٚيٜ إز. ىٍ یه ٦ٔبِؼٝ فؼبِیز ١ئیىَٚثی ؿٙيیٗ ػٞبٍٜ ٔوشّاف ثاٝ   

ایٗ ٌیبٜ ثيٖٚ ثَلَاٍی اٍسجب٣ فؼبِیز ٌٔوٍٛ ثب ٕیىّٛسیيٞبی ٔٛػٛى ىٍ ثٙفٚاٝ  ىٕز آٔيٜ اُ 

-Witkowska)ٍ٘ااً ٚ یااب ٔٚااوٜ ٕ٘ااٛىٖ سَویجاابر فؼاابَ ٔااَسج٤ اٍائااٝ ٙاايٜ إااز  ٕااٝ
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Banaszczak et al, 2005 .)    ٌٍٜیاَی اُ  ىٍ ایٗ دْٚٞ٘ ػلاٜٚ ثاَ ٦ٔبِؼابر ِٔٛىاِٛی، ػٞاب

كالاَ اسابَ٘ٛ ٝاٍٛر ٌَفشاٝ ٚ سوّایٜ ٖ٘اجی       ٞب( ثاب  ٞب ٚ ٌُٞبی ٞٛایی ٌیبٜ )ثَيثو٘

 SPE C18-ecٕاشٖٛ فابُ ٔؼىاٛٓ    ٌیَی فبُ ػبٔي ثب إاشفبىٜ اُ  ٕیىّٛسیيٞب ثٝ ٍٚٗ ػٞبٍٜ

 ،Escherichia coliٞابی ثیٕابٍیِای   ٍٚی ثابوشَی ٟاب  ٚ فؼبِیز ١ي ٔیىَٚثی آ٘ ا٘ؼبْ ٌَىیيٜ

Staphylococcus aureus ،Pseudomonas  aeruginosa  إزلَاٍ ٌَفشٍٔٛى ثٍَٕی ٝ . 

ثو٘ ِٔٛىِٛی ثٝ ٔٙظٍٛ ػيإبُی دی٘ ٕبُٞبی ّ٘ی ويوٙٙيٜ ٕیىّٛسیيی ثب إاشفبىٜ اُ  

ثب دَایَٕ ىَّٜ٘ ٥َاكی ٙيٜ ثَای ٘بكیٝ ٕیٍٙبَ ٙجىٝ آ٘يٚدلإٕی ایٗ دی٘  cDNAغَثبٍَِی 

 ٕبُٞبی ّ٘ی ىٍ هب٘ٛاىٜ ثٙفٚٝ ا٘ؼبْ ٌَىیيٜ إز.



 

 

 

 فصل ديم 

 َبمًاد ي ريش
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 َبی سیکلًتیذیبخص ايل: ضىبسبیی صن 2-1

 استفبدٌ در ایه بخص:ابشار، يسبیل، کیت َب ي مًاد مًرد  2-1-1

 ِٔٛىِٛی دْٚٞ٘ ثو٘ اثِاٍ ٍٔٛى إشفبىٜ ىٍ 1-2ػيَٚ 

 َٙوز ٕبُ٘يٜ ٔيَ ٘بْ اثِاٍ

 P.T.N international - آة ٔم٦َ ٌیَی

 WAC-47 Wise clave اسٛولاٚ

ایٙىٛثبسٍٛ )
C1/0±) INE500 Memmert 

 W 350S Fater electronics ثٗ ٔبٍی

 EPS-Akhtarian - اِىشَٚفٍُٛ

 TE1535 Sartorius سَاُٚ

 Ependorf-Biophotometer - إذىشَٚفٛسٛٔشَ

 Spectrafuge 16M - ٔیىَٚفیّٛ

سَٕٔٛبیىَّ ىاٍای ثّٛن ٙیت 

 كَاٍسی

PeqSTAR 96 

Universal 
peQlab 

 Labnet - سَا٘ٔ ِٛٔیٙبسٍٛ

 Uvidoc - َّ ىان

 311DS Labnet ٙیىَ ایٙىٛثبسٍٛ

 C70- U570-86 New Brunswickفَیٍِ 

 R-120 Beckman (Power supplyٔٙجغ سغٌیٝ )

 MIKRO 220R Hettich ٕب٘شَیفّٛ یوـبَ ىاٍ
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 ِٔٛىِٛی بخص َبی مًرد استفبدٌ درکیت 2-2خذيل 

 

 ِٔٛىِٛی دْٚٞ٘ ثو٘آِ٘یٓ ٞبی ٍٔٛى إشفبىٜ ىٍ  3-2ػيَٚ 

 

   

 

 

 

 

 

 ٔٛاى ٍٔٛى إشفبىٜ  4-2ػيَٚ 

 َٙوز ٕبُ٘يٜ ٔٛاى ٍٔٛى ٘یبُ 

 ّٖ فٙبٍٚاٖ dNTP (Mm10)(، ٔو٣ّٛ mM 50(، وَّیي ٔٙیِیٓ )X10) PCRثبفَ 

100 bp plus DNA Ladder Viogene 

 MERKآٌبٍ،  -، ثٍٛیه إیي، ٕيیٓ وَّیي، ٌّیََٖٚ، آٌبEDTAٍسَیٔ ثبُی، 

 َٙوز ٕبُ٘يٜ ٘بْ ویز ٞبی ٍٔٛى إشفبىٜ ویز

 RNA RNAqueous®-Midi Kit Ambionsویز إشوَاع 

 cDNA Expand Reverseویز ٕٙشِ 

Transcriptase 
Roche 

 cDNA M-MLV Reverseویز ٕٙشِ 

Transcriptase RNase H 
Solis BioDyne 

 PCR mi-Pfu Set Metabionویز 

 Gel/ PCR DNA isolation اُ َّ DNAویز إشوَاع 

system 
Viogene 

 Nano-Plus Plasmid mini دلإٕیيی DNAویز إشوَاع 

Extraction Kit 
Bioneer 

 َٙوز ٕبُ٘يٜ آِ٘یٓ ٞبی ٍٔٛى إشفبىٜ

DNA-Taq Polymerase ٖفٙبٍٚا ّٖ 

 Cinnagen (Rapid digest Sma I)آِ٘یٓ ٔليٚى وٙٙيٜ 

 T4 ligase ABSآِ٘یٓ 
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 ٌّٛوِ، سَیذشٖٛ، ثَٔٛفُٙ ثّٛ ػٞبٍٜ ٔوَٕ، وّٖیٓ وَّیي،

Gel red Biotium 

DNA safe stain ،X-gal Cinna gene 

 Sigma آٌبٍُ، آٔذی ٕیّیٗ

                                   

 ثو٘ ٦ٔبِؼبر ِٔٛىِٛیٕٛیٝ ٍٔٛى إشفبىٜ ىٍ  5-2ػيَٚ 

 

ىاٍٚیی ىٍ آُٔبیٍٚبٜ ٟٔٙيٕی ّ٘شیه ٌَٜٚ ثیٛسىِّٙٛٛی ىٍ ایٗ دْٚٞ٘ ٦ٔبِؼبر ِٔٛىِٛی 

 ا٘ؼبْ ٌَفشٝ إز.ىاٍ٘ٚبٜ سَٟاٖ ىا٘ٚىيٜ ىإٍٚبُی ىٍ 

 ی گیبَی مًرد مطبلعٍگًوٍ 2-1-2

ُ   (Viola tricolor) ٌیبٜ ثٙفٚٝ ٕٝ ًٍ٘ ٞابی ٙاىٛفب اُ اٍسفابع    ثٝ ٍٝٛر وبُٔ ٚ ثاب ٌا

ٝ ٍٝٛر ُ٘يٜ ىٍ ٌّاياٖ ثاٝ آُٔبیٚاٍبٜ    ٔشَی ٦ٙٔمٝ آثَٖى ٚالغ ىٍ َٙق إشبٖ سَٟاٖ ث 2000

 ا٘شمبَ یبفز ٚ ىٍ ٔير ا٘ؼبْ ٦ٔبِؼبر ِٔٛىِٛی ىٍ َٙای٤ ٖٔبػي ٍٟ٘ياٍی ٌَىیي.

 پزایمزَبی مًرد استفبدٌ  2-1-3

ٞب ثب ٙٙبٕبیی ّٖ ٞبی ٕیىّٛسیيی ىٍ ایٗ ٦ٔبِؼٝ، ٦ٔبثك ثب ٦ٔبِؼبر اهیَ ٍٚی ایٗ ّٖ

ای كفبظز ٙيٜ ىٍ اغّت دی٘ ٕبُٞبی ّ٘ی ٥َاكی ٙيٜ ثَای ٘بكیٝ ىَّٜ٘إشفبىٜ اُ دَایَٕ 

. ایٗ ٘بكیٝ لٖٕشی اُ سٛاِی ٌَفزٍٝٛر  iolaceaeVٕیىّٛسیيی ثٝ ٚیْٜ ىٍ هب٘ٛاىٜ ٌیبٞی 

دی٘ ٕبُٞبی ٕیىّٛسیيی ثٛىٜ ٚ ثٖیبٍ كفبظز ٙيٜ  mRNAی آ٘يٚدلإٕی ىٍ ٕیٍٙبَ ٙجىٝ

 وبٍثَى ٘بْ ٕٛیٝ

 ٔیِثبٖ ٕٖٞب٘ٝ ٕبُی Escherichia coli DH5ٕٛیٝ إشب٘ياٍى 
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-ّٖ . ٙٙبٕبیی(Simonsen et al., 2005) يٕ٘بیٔیٍا وي  AAFALPAإز ٚ سٛاِی دذشیيی 

اُ ٍٚی دَٚفبیُ ثیب٘ی ٌیبٜ ُ٘يٜ ٍٝٛر  26َّٜ٘ٞبی ٕیىّٛسیيی ثب إشفبىٜ اُ ایٗ دَایَٕ ى

ٞبی ُ٘يٜ سبْ اُ ثبفز RNAٌیبٞی، إشوَاع  DNAٌَفشٝ ٚ ثٝ ٕٞیٗ ٔٙظٍٛ ثٝ ػبی إشوَاع 

 H  ٚYثبُٞبی آٔيٜ إز ٚ  6-2كفبظز ٙيٜ ىٍ ػيَٚ  َّٜ٘. سٛاِی دَایَٕ ىٙيٌیبٞی ا٘ؼبْ 

ٔی سٛا٘ٙي ػفز  C, Tٚ ثبُٞبی   A, C, Tٔی ثبٙٙي وٝ ثٝ سَسیت ثب ثبُٞبی  َّٜ٘ثبُٞبی ى 

ٚ  dT20ثب دَایَٕٞبی اِیٍٛ  ٥cDNAَیك غَثبٍَِی ٞبی ٕیىّٛسیيی اُ ٙٙبٕبیی ّٖ ٙٛ٘ي.

 . كفبظز ٙيٜ ٌٔوٍٛ ا٘ؼبْ ٌَىیي ىَّٜ٘دَایَٕ 

اٍائٝ ٙيٜ إز، َٔث٣ٛ ثٝ  6-2وٝ سٛاِی آٟ٘ب ىٍ ػيَٚ  B1 R  ٚB1 Fدَایَٕٞبی 

ثیٛسىِّٙٛٛی ىاٍٚیی ّ٘شیه ٌَٜٚ ی آُٔبیٍٚبٜ ٟٔٙيٕ وٝ ىٍ ثبٙٙئی pUC19دلإٕیي 

ثب إشفبىٜ اُ ایٗ دَایَٕٞب ثب٘يی ىٍ كيٚى  ٙٛ٘ي.إشفبىٜ ٔیىاٍ٘ٚبٜ سَٟاٖ ٥َاكی ٙيٜ ٚ 

. ىٍ ایٙؼب ثٝ ٙٛىكبُٝ ٔیٖب٘ٝ ٕبُی ایٗ دلإٕیي ػفز ثبُ ىٍ ثٌَیَ٘يٜ ٘بكیٝ ٕٞ 1000

 pUC19 كبُٔ ىٍ ٕبُیٕٖٞب٘ٝثٝ ػبیٍبٜ ٙٛ٘يٜ ٔٙظٍٛ سبییي ٍٚٚى ّٖ ٞبی ٕٖٞب٘ٝ ٕبُی 

 M13-pUCاُ دَایَٕ ٞبی ػٕٛٔی  ٌیَ٘ي. ثٝ ػبی ایٗ ىٚ دَایَٕ ٔی سٛأٍٖٛى إشفبىٜ لَاٍ ٔی

 ٘یِ إشفبىٜ وَى.

 سٛاِی ٚ ٔٚوٞبر دَایَٕٞبی ٍٔٛى إشفبىٜ  6-2ػيَٚ 

 ٘بْ دَایَٕ سٛاِی Tm(°C) ٥َٛ ل٦ؼٝ سىظیَی

                                                 
26

 Degenerated primer 
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 GGGCHGCHTTYGCHCTTCCHGC-3ʹ Degenerate-ʹ5 5/67 ثبٙئشفبٚر ٔی

conserve 

- 5/38 5ʹ-TTTTTTTTTTTTTTTTTTTT-3ʹ Oligo dT20 

- 59 5ʹ-CACATTTCCCCGAAAAGTGC-3ʹ B1 R 

- 56 5ʹ-ACGTTCCTGCCTTTTGC-3ʹ B1 F 

 

 مزاحل اودبم مطبلعبت مًلکًلی  2-1-4

 سبْ اُ ثبفز ُ٘يٜ ٌیبٞی  RNAإشوَاع  2-1-4-1

ٝاٍٛر ٔای    ى٦َّٜٔ٘بِؼبر ٙٙبٕبیی ّٖ ثب إشفبىٜ اُ دَٚفبیُ ثیب٘ی ایٗ ّٖ ٞب ٚ دَایَٕ 

سبْ ٌیبٞی اُ ثبفز ٞبی ُ٘يٜ ٚ سبُٜ ٌیبٜ ٍٔٛى ٘ظَ )ثَي ٞب ٚ  RNAٌیَى. اُ ایٗ ٍٚ إشوَاع 

RNAqueousٌُ ٞب ثٝ ٍٝٛر ٔؼِا( اُ ٥َیك ویز 
®
-Midi Kit ٙٛى.ا٘ؼبْ ٔی 

 ٍٚٗ وبٍ: 

اُ ثبفز ٌیبٞی سبُٜ ىٍ ٞبٖٚ لَاٍ ىاىٜ ٙي ٚ ثب ٘یشاَّٖٚ ٔابیغ داٛىٍ     mg100اثشيا ثٝ ٔیِاٖ  -1

 ٌَىیي.

ثاٝ آٖ ا١ابفٝ ٙاي ٚ هاٛة      lysis/ bindingاُ ٔلّاَٛ   ml2/1 لجاُ اُ آة ٙايٖ ثبفاز     -2

 ّٖٞٛٔٛ ٙي.

 ثبلی َٔاكُ ٦ٔبثك دَٚسٛوُ ویز ا٘ؼبْ ٙي. -3

 ثٝ ٍٝٛر ُیَ ا٘ؼبْ ٙي: LiClإشوَاع ٙيٜ ثب  RNAٍٕٛة ىٞی ٚ سغّی   -4

1. RNA  ثب ٘یٓ كؼٓ اُ ٕٕٛذبٖ٘یٖٛ َٕىLiCl  ٌَىیئو٣ّٛ. 
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 .ٙي ىلیمٝ ا٘ىٛثٝ 30ثٝ ٔير كيالُ  -C 20°ىٍ ىٔبی  .2

ٝ  13000ىٍ ٕااَػز   .3 ىلیماااٝ  15 ، ثااٝ ٔااير  C 4°ٚ ىٔاابی   (rpm) ىٍٚ ىٍ ىلیماا

 .ٙئیىَٕٚب٘شَیفیّٛ 

 .ٍیوشٝ ٙيٕٛدَ٘بسب٘ز ثٝ ىلز هبٍع ٚ ىٍٚ  .4

ٚ  ٌَىیايٜ ٔؼايىا  ٕاب٘شَیفیّٛ   ٙي ٚ  % َٕى ٖٙشٚٛ ىاىٜ 70ٍٕٛة كبُٝ ثب اسبَ٘ٛ  .5

 .ىٍٚ ٍیوشٝ ٙيٕٛدَ٘بسب٘ز 

. ثب ٌَٔاب ٚ  ٌَىیي( كُ lµ 50) كؼٓ Elutionىٍ كؼٓ ٔٙبٕجی اُ ثبفَ  RNAٍٕٛة  .6

 ٍٚسىٔ ٍاكششَ ٔو٣ّٛ ٔی ٙٛى.إشفبىٜ اُ 

 ثٝ ٕٚیّٝ إذىشَٚفٛسٛٔشَ RNAٕٙؼ٘ غّظز ٚ هّٛٛ  2-1-4-2

ا٘ياُٜ ٌیَی ٔی ٙٛى.  nm 260   ٚ280ػٌة ٚ هّٛٛ إیيٞبی ٘ٛوّئیه ىٍ ٥َٛ ٔٛع 

ثیابٍَ٘ هّاٛٛ    1/2ساب   1.8ىٍ ٔلايٚىٜ ی   nm280 ػٌة ىٍ ثٝ  nm260 ٖ٘جز ػٌة ىٍ 

RNA ثبٙي. ٔی 

 ٍٚٗ وبٍ: 

 سه ٍٙشٝ ای سٙظیٓ ٙي. RNAاثشيا ىٕشٍبٜ إذىشَٚفٛسٛٔشَ ثَای ٕٙؼ٘  -1

اُ آة ٔم٦َ إشَیُ ىٍ یه واٛٚر ٍیوشاٝ ٚ ىٕاشٍبٜ ثاب آٖ وابِیجَٜ       µl70ٕذٔ كيالُ  -2

 )ٝفَ( ٙي.

 إشوَاع ٙيٜ ثٝ ٔیِاٖ یه ىٞٓ ٍلیك ٙي ٚ ٔیِاٖ ػٌة آٖ ا٘ياُٜ ٌیَی ٙي. RNAٕذٔ  -3
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 إشوَاع ٙيٜ ثٝ ٕٚیّٝ اِىشَٚفٍُٛ RNAاٍُیبثی ویفیز  2-1-4-3

ثٝ ىِیُ ىاٍا ثٛىٖ ٌَٜٚ ٞبی ثبٍىاٍ  DNAإشوَاع ٙيٜ ٕٞب٘ٙي  RNA اٍُیبثی ویفیز

ٕیيٞبی ٘ٛوّئیه ثٝ ىِیُ ىاٍا ٌَىى. افٖفبر ىٍ ٕبهشٕبٖ هٛى اُ ٥َیك اِىشَٚفٍُٛ ٕٔىٗ ٔی

ٞبی فٖفبر، ثبٍ ٔٙفی ُیبىی ىاٍ٘ي ٚ ثٝ ٕٞیٗ ىِیُ ثٝ ٥َف ل٦ت ٔظجز كَوز  ثٛىٖ یٖٛ

ىٍ اِىشَٚفٍُٛ ثب َّ آٌبٍُٚ ثٝ ٍٝٛر ىٚ ثب٘ي دٚز َٕ ٞٓ  RNAوٙٙي. ثب٘يٞبی َٔث٣ٛ ثٝ  ٔی

 ثبٙي. ٔی

 ٔٛاى ٍٔٛى ٘یبُ ثَای اِىشَٚفٍُٛ َّ آٌبٍُ: 

 ، دٛىٍ اٌبٍُ، ٙبهٜ ُٖٚ ِٔٛىِٛیred safe، ثبفَ ثبٍ ٌٌاٍی، ًٍ٘ TBE 1Xثبفَ 

 ٥TBE 10X (8pH =  :)َُ سٟیٝ *

gr108  ،سَیٔ ثبُیgr55  ٚ ثٍٛیه إیيml40  ُا EDTA(M0.5 ،8pH= ٓىٍ كو )1000 

 ٔیّی ِیشَ آة ٔم٦َ كُ ٙي ٚ ىٍ ىٔبی اسبق ٍٟ٘ياٍی ٙي.

 ٍٚٗ وبٍ:

 سٕیِ ٙي ٚ ٙب٘ٝ ىٍ ٔلُ ٔوٞٛٛ لَاٍ ىاىٜ ٙي.% 70اثشيا لبِت ٚ ٙب٘ٝ ثب اِىُ  -1

ا١بفٝ ٙي ٚ ثب كَاٍر ىاىٖ ىٍ  TBE 1Xثبفَ  ml50دٛىٍ آٌبٍُٚ ثٝ  gr0.25ٔمياٍ  -2

 ىٕشٍبٜ ٔبیىَٚٚیٛ وبٔلا كُ ٙي.

آٌبٍُٚ ٌٔاة دٔ اُ افِٚىٖ ًٍ٘ َّ ٍى ثبیٛسیْٛ ثٝ آٍأی ىٍ ىاهُ لبِت َّ ٍیوشٝ ٙي.  -3

 TBEَىاٙشٗ ٙب٘ٝ، َّ ىٍ ىاهُ سب٘ه اِىشَٚفٍُٛ كبٚی ثبفَ دٔ اُ ثٖشٝ ٙيٖ وبُٔ َّ ٚ ث

1X .لَاٍ ٌَفز 
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اُ ٌُ ٚ ثَي ٌیبٜ ٍٔٛى ٘ظَ ٚ ٘یِ ٙبهٜ ُٖٚ ِٔٛىِٛی إشوَاع ٙيٜ   RNAٞبی  ٕ٘ٛ٘ٝ -4

ٞبی َّ لَاٍ  دٔ اُ ٔو٣ّٛ ٙيٖ ثب ثبفَ ٍٍ٘ی ثبٌٌٍاٍی ثٝ آٍأی ٚ ثب ٔلایٕز ىاهُ ؿبٞه

 ٔشُٞ ٙي. 90ٔٙجغ سغٌیٝ ثب ِٚشبّ ىاىٜ ٙي. سب٘ه اِىشَٚفٍُٛ ثٝ 

 UV Docس٤ٕٛ ىٕشٍبٜ سَ٘ٔ ِٛٔیٙبسٍٛ یب  َٔث٥ٛٝدٔ اُ دبیبٖ یبفشٗ اِىشَٚفٍُٛ ثب٘يٞبی  -5

 ٔٚبٞيٜ ٚ ٘شیؼٝ ػىٖجَىاٍی ٙي. 

 cDNAٚاوٙ٘ ٖ٘وٝ ثَىاٍی ٔؼىٛٓ ٚ ٕٙشِ  2-1-4-4

َ  ثب إاشفبىٜ  cDNAٚ ٕٙشِ وشبثوب٘ٝ ( RTا٘ؼبْ ٚاوٙ٘ ٖ٘وٝ ثَىاٍی ٔؼىٛٓ )  اُ دَایٕا

Oligo-dT  ُٞابی  ویاز ٚ إشفبىٜ ا Expand Reverse Transcriptase (Roche)   ویاز ٚM-

MLV Reverse Transcriptase RNase H (Solis BioDyne)  ٍٛاِؼُٕ ویز ٞبی  ٦ٔبثك ىٕش

 َٔث٥ٛٝ ا٘ؼبْ ٙي.

 ٍٚٗ وبٍ:

 ثٝ َٔكّٝ لجُ RNAاُ  ٔیىٌََْٚ 1ٔیِاٖ كيٚى  إشوَاع ٙيٜ RNA ثب سٛػٝ ثٝ غّظز -1

ٙي ٚ ثب  ا١بفٝOligo-dT (pmole 20 )اُ دَایَٕ  lµ 1ٚ ثٝ آٖ  ٔٙشمُ 2/0 ٛةسیٔیىَٚیه 

 ٔیىَِٚیشَ ٍٕب٘يٜ ٙي. 11افِٚىٖ آة ٔم٦َ سٍِیمی ثٝ كؼٓ 

 ٙي. ا٘ىٛثبٕیٖٛ min 10ثٝ ٔير   C 65 (Lid temperature 75 °C)°ىٍ ىٔبی  ٕذٔ -2

ٍٚی ین لَاٍ ىلیمٝ  5ٚ ثٝ ٔير  ا٘شمبَ یبفشٙي ٍٚی ینٝ ثٞب  ٕذٔ ٔیىَٚسیٛة -3

 ٙٛى(. )ٕبیَ َٔاكُ ثَٚی ین ا٘ؼبْ ٔیٌَفشٙي.

 ة ا١بفٝ ٌَىیي.سیٛٔیىَٚاػِا  ُیَ ثٝ  -3
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dNTP ( 01/0  M)…………….…..2 µl   

Buffer RT (1X)…………......…4 µl 

DTT (100 mM)………….…….2 µl 

RT enzyme………................…1 µl  

 Lid temp)ىٍ ایٗ َٔكّٝ ٙي٘ي. ا٘ىٛثٝ c 42° ىٍ ىٔبی min60ثَای ٔير  بٞ ةسیٛٔیىَٚ -5

 (ٌیَى. لَاٍ ٔی هبٔٛٗ ىٕشٍبٜ ىٍ كبِز

ثٝ ٔٙظٍٛ غیَ  c 95  (Lid temp: 110°c)°ىٍ ىٔبی  min2ثٝ ٔير  ٞب ةسیٕٛذٔ ٔیىَٚ -6

 .ٙٛ٘ي لَاٍ ىاىٜ ٔی وَىٖ آِ٘یٓ فؼبَ

 ٜ ٙٛى.ثٝ وبٍ ثَى PCRٖٔشمیٕبً ثَای  يا٘سٛ ثيٕز آٔيٜ ىٍ ایٗ َٔكّٝ ٔی cDNAٔلَٞٛ  -7

 (PCRٍٔٛى ٘ظَ ٚ ٚاوٙ٘ ُ٘ؼیَٜ ای دّیَٕاُ ) cDNAسىظیَ  2-1-4-5

 cDNAٞبی ٕیىّٛسیيی، سىظیَ ٕٙشِ ٙيٜ ػٟز ٙٙبٕبیی ّٖ cDNAثٝ ٔٙظٍٛ غَثبٍَِی 

ٚ  dT20( ٚ ثٝ ٚإا٦ٝ دَایَٕٞابی اِیٍاٛ    PCRای دّیَٕاُ ) ثب إشفبىٜ اُ سىٙیه ٚاوٙ٘ ُ٘ؼیَٜ

ثٝ ٍٝٛر ُیاَ   ufP  ٚTaqاٍائٝ ٙيٜ، ىٍ ٚاوٙ٘ ٞبی ٔؼِا ثب آِ٘یٓ ٞبی دّیَٕاُ  ىَّٜ٘دَایَٕ 

 ا٘ؼبْ دٌیَفز. 

ا٘ؼبْ ٙي. ٔمبىیَ ٚ سَویت اػاِا ٚاواٙ٘ ثاَای     µl25ٟ٘بیی ىٍ ٔو٣ّٛ ٚاوٙ٘  PCR ٚاوٙ٘

آٍٚىٜ ٙايٜ إاز.    8-2ٚ ثَ٘بٔٝ ٚاواٙ٘ ىٍ ػايَٚ    7-2ٙٙبٕبیی ّٖ ٕیىّٛسیيٞب ىٍ ػيَٚ 

اُ  µl4ثٝ ٔیاِاٖ   PCRاٍِٛ ثٝ ػٙٛاٖ ٙبٞي ٔٙفی ثٍَٕی ٙي. دٔ اُ ا٘ؼبْ  cDNAٕ٘ٛ٘ٝ فبلي 
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اِىشَٚفٍُٛ ٌَىیي ٚ ثب٘اي   % ثٝ َٕٞاٜ ٙبهٜ ِٔٛىِٛی،5/1ثَ ٍٚی َّ آٌبٍُٚ  PCRٔلَٞٛ 

 اهشٞبٝی ٔٚبٞيٜ ٙي. 

 ثٝ ٔٙظٍٛ ٙٙبٕبیی ّٖ ٕیىّٛسیيٞب PCRٔمبىیَ ٚ سَویجبر ٚاوٙ٘  7-2ػيَٚ 

 غّظز ٟ٘بیی ىٍ ٚاوٙ٘ (lكؼٓ ٍٔٛى إشفبىٜ ) اػِا سٚىیُ ىٞٙيٜ ٔو٣ّٛ ٚاوٙ٘

cNDc 3-5/1 ng/l 10-30 

 PCR (10X) 5/2 X 1ثبفَ 

 µM 4/0 1 ىَّٜ٘دَایَٕ 

 dT 1 µM 4/0دَایَٕ اِیٍٛ 

 µM 2/0 5/0 ىی اوٖی ٘ٛوّئٛسیي سَی فٖفبر

 mM 1 5/0 ٔٙیِیٓ وَّایي

 Taq- DNA Pol 25/0 U 5/2آِ٘یٓ 

  25سب كؼٓ ٟ٘بیی  آة ٔم٦َ ىیٛ٘یِٜ )سٍِیمی(

  25 كؼٓ ٟ٘بیی

 

 غّظز ٟ٘بیی ىٍ ٚاوٙ٘ (lكؼٓ ٍٔٛى إشفبىٜ ) اػِا سٚىیُ ىٞٙيٜ ٔو٣ّٛ ٚاوٙ٘

cDNA 5/1-3 ng/l 10 

 ( كبٚی ٔٙیِی10Xٓ) Pfuثبفَ 

 ٔٙیِیٓ

5/2 X 1 

 µM 5/0 25/1 ىَّٜ٘دَایَٕ

 dT 25/1 µM 5/0دَایَٕ اِیٍٛ 

 µM 4/0 1 ىی اوٖی ٘ٛوّئٛسیي سَی فٖفبر

 Pfu- DNA Pol 25/0 U 25/1آِ٘یٓ 

  25سب كؼٓ ٟ٘بیی  آة ٔم٦َ ىیٛ٘یِٜ )سٍِیمی(

  25 كؼٓ ٟ٘بیی
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ثب إشفبىٜ اُ دَایَٕٞبی ٥َاكی ٙيٜ )ٕشٖٛ اَٚ ُٔب٘ی ثَای  PCRثَ٘بٔٝ ُٔب٘ی ٚ ىٔبیی   8-2 ػيَٚ

Pfu  ٕشٖٛ ىْٚ ثَای ٚTaq-polymerase ثبٙي(ٔی 

سؼياى سىَاٍ 

 َٔكّٝ

 َٔكّٝ ٘بْ َٔكّٝ ىٔب ُٔبٖ

 اَٚ ٚإَٙشی اِٚیٝ ºC95 ىلیمٝ 5 1

20 

 ٚإَٙشی ºC95 طب٘یٝ 30 طب٘یٝ 45

 اسٞبَ C60 ىلیمٝ 1 طب٘یٝ 45 ىْٚ

 ٌٖشَٗ ºC72 ىلیمٝ 5/1 ىلیمٝ 2

20 

 ٚإَٙشی  ºC95 طب٘یٝ 30 طب٘یٝ 45

 اسٞبَ  C40 ىلیمٝ 1 طب٘یٝ  45 ْٕٛ

 ٌٖشَٗ  ºC72 ىلیمٝ 5/1 ىلیمٝ 2

 ؿٟبٍْ ٌٖشَٗ ٟ٘بیی ºC72 ىلیمٝ 10-15 1

 سوّیٜ ثب٘ي اهشٞبٝی اُ َّ آٌبٍُٚ 2-1-4-6

ػٟز سؼییٗ سٛاِی ثبیٖشی سوّیٜ ٌَىیيٜ ٚ وّٖٛ  ىَّٜ٘ثب٘ي َٔث٣ٛ ثٝ دَایَٕ اهشٞبٝی 

ٙٛى. سوّیٜ ثب٘ي اهشٞبٝی اُ ٍٚی َّ آٌبٍُٚ دٔ اُ ا٘ؼبْ اِىشَٚفٍُٛ ٚ ثب إشفبىٜ اُ ویز 

ثَای ایٗ  .ا٘ؼبْ ٌَىیي Viogeneَٙوز  Gel/ PCR DNA isolation systemإشوَاع اُ َّ 

 .ٙيثب كؼٓ ُیبى سىَاٍ ٙيٜ ٚ سٕبْ ٔلَٞٛ ٚاوٙ٘ ٍٚی َّ ثبٌٌٍاٍی  PCRٔٙظٍٛ ٚاوٙ٘ 

 ٍٚٗ وبٍ:

 1-DNA     ٝ ای اُ َّ واٝ  ٍٚی َّ آٌبٍُ ىٚ ىٍٝي ثبٌٌٍاٍی ٚ ٕذٔ اِىشَٚفاٍُٛ ٙاي. ل٦ؼا

 لَاٍ ٌَفز. ml2 ىٍ یه ٚیبَ ٚ  ٜثَیيٜ ٙي ،ٍٔٛى ٘ظَ إز DNAىاٍای ثب٘ي 

 ثبیي وٛسبٜ ثبٙي.  UVٟ لَاٍ ٌَفشٗ َّ ىٍ ثَاثَ ٘ىشٝ: سب ػبیی وٝ أىبٖ ىاٍى ُٔبٖ ىٍ ٔؼَ* 
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ٔیّای   1ساب   5/0اُ َّ آٌبٍُ، ٔشٙبٕت ثب ُٖٚ ل٦ؼٝ ثَیيٜ ٙيٜ اُ َّ  DNAثَای إشوَاع  -2

 .ٖٚ ویز ثٝ ٚیبَ ٞبی كبٚی َّ افِٚىٜ ٙيفَاٞٓ ٙيٜ ىٍ GP ِیشَ ثبفَ

ب٘یىاٝ َّ وابٔلا كاُ    ٘ي سب ُٔٙيىٍػٝ ا٘ىٛثٝ  60ىلیمٝ ىٍ ىٔبی  10سب  5ٚیبَ ٞب ثٝ ٔير  -3

 سٝ وَىٖ ٚیبَ ٞب ایٙىبٍ َٕیؼشَ ٍٝٛر ٔی ٌیَى(.ٙٛى )ثب سىبٖ ىاىٖ ٚ َٕ ٚ 

GPٕشٖٛ  -4
TM  ٍفَاٞٓ ٙيٜ ىٍ ویز ثٝ ٚیبَ ٞبی ٔوٞٛٛ ػٕغ آٍٚی ٔشُٞ ٙيٜ ٚ َٞ ثب

 60اِای   30. ثَای ٌَىیياُ ٔو٣ّٛ كُ ٙيٜ اُ َٔكّٝ لجُ ىٍ ٕشٖٛ ثبٌٌٍاٍی  ml7/0 كيٚى 

هبٍع  ٔبیغٚ ٌَىیيٜ ٕب٘شَیفیّٛ ٚ ىٔبی اسبق  rpm 13000ثب َٕػز ٚیبَ طب٘یٝ ٕشٖٛ ٔشُٞ ثٝ 

 . ٌَفز. ایٗ وبٍ ثَای سٕبْ ٔلَّٛ ٙبُٔ َّ ا٘ؼبْ ٙيٙيٜ اُ ٕشٖٛ ىٍٚ ٍیوشٝ 

 1ثٝ ٕشٖٛ ٔشُٞ ثٝ ٚیبَ ا١بفٝ ٙي ٚ ٕذٔ ثاٝ ٔاير    WNثبفَ ٖٙشٚٛی  l500 ٔمياٍ  -5

 ّٛ ٌَىیيٜ ٚ ىٚثبٍٜ ٔبیغ هبٍع ٙيٜ اُ ٕشٖٛ ىٍٚ ٍیوشٝ ٙي.یٕب٘شَیف rpm12000 ىلیمٝ ىٍ 

 ا٘ؼبْ ٌَىیي.  WSثَای ثبفَ ٖٙشٚٛی  5ٔٚبثٝ َٔكّٝ  -6

ىلیمٝ  3ثٝ ٔير ٚ ىٔبی اسبق  rpm 13000ثب َٕػز ٕشٖٛ ثٝ ٔٙظٍٛ كٌف اسبَ٘ٛ ثبلیٕب٘يٜ  -7

 ٕب٘شَیفیّٛ ٙي.

ّٖ سوّیٜ ٙٛ٘يٜ، ٚٝاُ   ػٟز ػٕغ آٍٚی ml 5/1ٕشٖٛ ٍا ثٝ یه ٚیبَ سٕیِ ٚ إشَیُ  -8

 ي. ٙىٍٕز ثٝ َٔوِ غٚبی سٝ ٕشٖٛ افِٚىٜ  Elutionٔیىَِٚیشَ ثبفَ  30اِی  15ٙيٜ ٚ 

 DNAىلیماٝ ٔلشٛیابر    2سب  1ىلیمٝ، ىٍ َٕػز ثبلای ٕب٘شَیفیّٛ ثٝ ٔير  3اِی  2دٔ اُ  -9

سوّایٜ ٙايٜ ٘یاِ ثاب إااشفبىٜ اُ      DNA. غّظااز ٌَىیاي ٕاشٖٛ ٖٙاشٝ ٙايٜ ٚ ػٕاغ آٍٚی     

 إذىشَٚفٛسٛٔشَ هٛا٘يٜ ٙي.
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 -C˚ 20سؼییٗ سٛاِی ثَای وبٍٞبی وّٛ٘یًٙ ىٍ فَیٍِ  ثٝ ٔٙظٍٛٙيٜ ثٝ ایٗ ٍٚٗ  ّٖ هبِٜ*

   ياٍی ٚ ٍٔٛى إشفبىٜ لَاٍ ٌَفز.ٍٟ٘

 ٙيٜ ّٖ هبِٜ 27ٕٖٞب٘ٝ ٕبُی 2-1-4-7

ىٍ سىظیاَ ّ٘ای ثبیٖاشی     ىّ٘اَٜ ٘ؼبْ سؼییٗ سٛاِی ّ٘ی ثٝ ػّز إشفبىٜ اُ دَایَٕ ا ثٝ ٔٙظٍٛ

٘ٛسَویت ثٝ ٍٝٛر ٔؼِا سؼییٗ ساٛاِی   DNAٕٖٞب٘ٝ ٕبُی ا٘ؼبْ ٙيٜ ٚ دلإٕیيٞبی كبٚی 

ٌَى٘ي )دلإٕیيٞبی كبُٝ اُ وّٛ٘ی ٞبی ٕفیي ٔشفبٚر ٕٔىٗ إز سٛاِی یىٖبٖ یب ٔشفبٚر 

بُی ٔلی٤ ٞبی وٚز ٚ ٔلّاَٛ آ٘شای ثیاٛسیىی ٚ ٕاَّٛ ٞابی      ىاٙشٝ ثبٙٙي(. سٟیٝ ٚ آٔبىٜ ٕ

 ٖٔشؼي ىٍ ُیَ اٍائٝ ٔی ٙٛى.

 آٔبىٜ ٕبُی ٔلی٤ ٞبی وٚز 2-1-4-7-1

   ٔلی٤LB ( ٔبیغLauria Bertany:) 

 g10      (Tryptoneسَیذشٖٛ )

 g 5    (Yeast extractػٞبٍٜ ٔوَٕ )

 g 5      وَّیي ٕيیٓ

 ml 1000سب                  آة ٔم٦َ

ٔیّی  1000ٔٛاى فٛق دٔ اُ سُٛیٗ ىٍ یه اٍِٗ ٍیوشٝ ٙي ٚ ثب افِٚىٖ آة ٔم٦َ، كؼٓ آٖ ثٝ 

ِیشَ ٍٕب٘يٜ ٙي. دٔ اُ كُ ٙيٖ وبُٔ ٔٛاى ىٍ آة ٔم٦َ، ٔلی٤ وٚز كبّٝٝ س٤ٕٛ اسٛولاٚ 

 (. Sambrook, and Russell., 2001ىلیمٝ إشَیُ ٌَىیي ) 15، ثٝ ٔير C121ٚ ىٍ ىٔبی 

                                                 
27

 cloning 
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ٝ ٘یبُ ثٝ افِٚىٖ آ٘شی ثیٛسیه ثبٙي، دٔ اُ إاشَیُ ٙايٖ ٔلای٤ وٚاز ىٍ     ىٍ ٍٝٛسی و

آ٘شی ثیٛسیه ٍٔٛى ٘ظَ ثب غّظز ٔٙبٕات ثاٝ    C40اسٛولاٚ ٚ دبییٗ آٔيٖ ىٔبی ٔلی٤ وٚز سب 

 آٔذی ٕیّیٗ إشفبىٜ ٙي.  g/ml50-100 ٙٛى. ىٍ دْٚٞ٘ كب١َ اُ غّظز  آٖ افِٚىٜ ٔی

  آٔبىٜ ٕبُی ٔلی٤ وٚزLB :ػبٔي 

 g 10        سَیذشٖٛ

 g5        ػٞبٍٜ ٔوَٕ

 g 5       ٕيیٓ وَّیي

 g 10       دٛىٍ آٌبٍ 

 ml 1000سب               آة ٔم٦َ 

ٔیّی ِیشَ آة ثٝ آٖ  1000ٔٛاى فٛق اثشيا سُٛیٗ ٚ ىٍ اٍِٗ ٍیوشٝ ٙي، ٕذٔ سب كؼٓ 

جبر ٔلی٤ وٚز، ا١بفٝ ٙي. ثَای كُ ٙيٖ ٔٛاى ىٍ آة ٔم٦َ ثٝ هب٥َ ٚػٛى آٌبٍ ىٍ سَوی

ثبٙي. ثؼي اُ كُ ٙيٖ وبُٔ ٔٛاى ىٍٖٚ آة ٔلی٤ وٚز، ٥جك َٙای٤ ًوَ ٘یبُ ثٝ كَاٍر ٔی

ٙيٜ إشَیُ ٙي. ىٍ ٍٝٛر ٘یبُ ثٝ افِٚىٖ آ٘شی ثیٛسیه، دٔ اُ إشَیُ ٙيٖ ٚ دبییٗ آٔيٖ ىٔب 

وٚز ىٍ ظَٚف دشَی إشَیُ ىٍ ُیَ  آ٘شی ثیٛسیه ا١بفٝ ٚ ىٍ ٟ٘بیز ٔلی٤ C40سب كيٚى 

 ٞٛى ثیِّٛٛیه ٚ ىٍ وٙبٍ ٙؼّٝ سمٖیٓ ٙي.

 سٟیٝ ٔلَّٛ آ٘شی ثیٛسیه  2-1-4-7-2

ىٍ ایٗ دْٚٞ٘ اُ آ٘شی ثیٛسیه آٔذی ٕیّیٗ إشفبىٜ ٙي ُیَا ٚوشاٍٛ ٔاٍٛى إاشفبىٜ ثاَای     

ثبٙي. ثاَای سٟیاٝ ٔلّاَٛ ًهیاَٜ     ( كبٚی ّٖ ٔمبٚٔز ثٝ آٔذی ٕیّیٗ ٔیpUC19وّٖٛ وَىٖ )

ٔیّی ِیشَ آة ٔم٦َ سٍِیمی كُ ٙاي   2آٔذی ٕیّیٗ ىٍ  ٌَْ دٛىٍٔیّی  500آ٘شی ثیٛسیه ٔمياٍ 
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ٔیّی ٌَْ ىٍ یه ٔیّی ِیشَ اُ آٖ سٟیٝ ٙي ٚ ثب وٕه فیّشَ إشَیُ  250ٚ ثٝ ایٗ سَسیت ٔلَّٛ 

ٞابی وٚاز ثابوشَی    ٔیىٌََْٚ ىٍ ٔیّی ِیشَ ثٝ ٔلای٤  50-100ٌَىیي. ٕذٔ ثٝ غّظز ٟ٘بیی 

 ا١بفٝ ٙي. 

 X-galسٟیٝ ٔلَّٛ  2-1-4-7-3

-X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactoٔیّااای ٌاااَْ داااٛىٍ   100

pyranoside)  ٍٔیّی ِیشاَ كالاَ    5ٍا ىDMF (dimethylformamide)   ( ٜكاُ ٕ٘اٛىmg/ml 

ىٍ فَیٍِ ٍٟ٘اياٍی ٔای    -C20˚ٞبی فٛیُ دیـیيٜ ٙيٜ ىٍ ىٔبی ( ٚ ىٍ ظَٚف سیَٜ یب ٚیب20َ

ٕٞب٘ٙي افِٚىٖ آ٘شای ثیٛسیاه ثاٝ ٔلای٤      µg/ml40 ثٝ ٔیِاٖ   X-galوٙیٓ. اُ إشٛن سٟیٝ ٙيٜ

ٍا ىٍ ٦ٕق دّیز افِٚىٜ ٚ ثب إشفبىٜ اُ ٌٛی ٙیٚٝ ای إشَیُ  X-galسٛاٖ ا١بفٝ ٔی وٙیٓ )ٔی

 ٍٕٞٗ ٕ٘ٛى(.

ثاٝ ٍٚٗ وَّیاي وّٖایٓ     Escherichia coli (DH5)ٖٔشؼي وَىٖ ثبوشَی  2-1-4-7-4

(Hanahan, D., 1983) 

هابٍػی ٍا ىاٙاشٝ    DNAثبوشَی ٖٔشؼي ثبوشَی إز وٝ سٛا٘بیی سَاٍیوز ٙيٖ ثب یه ل٦ؼاٝ  

 ثبٙي. 

 ٞبی ٍٔٛى ٘یبُ:ٔٛاى ٚ ٔلَّٛ

 ٌّیََٖٚ)غّظز ثٟیٙٝ(،  mM75 وّٖیٓ وَّیي 

 ٍٚٗ وبٍ:

 ٔبیغ سّمیق ٚ وٚز ٙجب٘ٝ ٌَىیي. LBٔیّی ِیشَ ٔلی٤  5آٌبٍ ىٍ  LBیه وّٙی اُ دّیز  -1
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ٔیّی ِیشَ ٔلی٤ وٚز ػيیاي سّمایق ٚ ساب     20ّی ِیشَ اُ ایٗ ٔلی٤ وٚز ىٍ ٔی 1ٍُٚ ثؼي  -2

 ٌَٔبٌٌاٍی ٙي. C37ىٍ  5/0سب   3/0٘ب٘ٛٔشَ ثٝ  600ٍٕیيٖ ػٌة ٍ٘ٛی ىٍ ٥َٛ ٔٛع 

ىلیمٝ ٍٚی ین لاَاٍ ٌَفاز.    30ٔلی٤ ِٔثٍٛ ىٍ ىٚ فبِىٖٛ َٕى إشَیُ سُٛیغ ٚ ثٝ ٔير  -3

 ٙي. فیّٛیٕب٘شَ C4ٚ ىٔبی  rpm3000 ىلیمٝ ىٍ  10ٕذٔ ثٝ ٔير 

ٔیّای   75ٔیّی ِیشاَ وّٖایٓ وَّیاي     10ٔلَّٛ ٍٚیی ىٍٚ ٍیوشٝ ٚ ٍٕٛة آٖ ثٝ آٍأی ىٍ  -4

ىاىٜ ٙاي ٚ ٦ٔابثك   ىلیمٝ ٍٚی ین لَاٍ  45ٞب ثٝ ٔير ٔٛلاٍ َٕى ٚ إشَیُ كُ ٙي. ٕذٔ ِِٛٝ

 فیّٛ سىَاٍ ٌَىیي.َٙای٤ لجّی ٕب٘شَی

ٔیّی ِیشَ وّٖیٓ وَّیي َٕى ثٝ آٍأی كاُ ٙاي.    4/3ة ىٍ ٔلَّٛ ٍٚیی ىٍٚ ٍیوشٝ ٚ ٍٕٛ -5

 ٔیّی ِیشَ ٌّیََٖٚ َٕى إشَیُ ا١بفٝ ٙي ٚ ثٝ آٍأی ٔو٣ّٛ ٌَىیي. 1ٕذٔ ثٝ آٖ 

6- l 100 ََٕى ٚ إشَیُ ا١بفٝ ٙاي ٚ ثلافبٝاّٝ ثاٝ فَیاٍِ      2/0ٞبی اُ ٔلَّٛ فٛق ثٝ ٚیب

C70-  .ٔٙشمُ ٙي 

 pUC19ب إشفبىٜ اُ ٘بلُ ث PCRٕبُی ٔلَٞٛ ٕٖٞب٘ٝ 2-1-4-7-4

وٝ ا٘شٟابی واٍٛ یاب     Pfuثب آِ٘یٓ  PCRٕبُی اُ ٔلَٞٛ ثٝ ٔٙظٍٛ سٖٟیُ ىٍ أَ ٕٖٞب٘ٝ

وٙي ٚ ٕٞـٙیٗ آِ٘یٓ ٔليٚى وٙٙيٜ یب ثَٙی واٝ ایؼابى دبیب٘اٝ ٝابف ىٍ ٘بلاُ      ٝبف ایؼبى ٔی

ىٍ ایٙؼب ٍٔٛى إاشفبىٜ لاَاٍ    Sma Iٙٛى. آِ٘یٓ ثَٙی ٕیيی ٌٔوٍٛ ٔی ٕ٘بیي، إشفبىٜ ٔیدلإ

وّٖٛ  ٔی ثبٙي. pUC19دلإٕیي  MCS( ىٍ CCC↓GGGٌَفز وٝ ىاٍای یه ػبیٍبٜ ثَٗ )

 وَىٖ ل٦ؼٝ إشوَاع ٙيٜ اُ َّ ٙبُٔ ؿٟبٍ َٔكّٝ إز.

  ایؼبى ثَٗ ىٍ دلإٕیيٞبی كّمٛیpUC19 

 ( اِلبقLigation) 
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 ( َا٘شمبTransformation) 

 آ٘بِیِ وّٛ٘ی( ٞبی ٘ٛسَویتAnalysis of Recombinant Clones) 

 ٍٚٗ وبٍ:

I.  ایؼبى ثَٗ ىٍ دلإٕیيٞبی كّمٛیpUC19 

سٟیٝ ٙيٜ اُ َٙوز ٕیٙبوّٖٛ،  Rapid Digest Sma Iثب إشفبىٜ اُ آِ٘یٓ ٔليٚى وٙٙيٜ 

ثٝ ٍٝٛر ُیَ ایؼبى ٔی  pUC19ىٍ ٘بلُ CCCGGG ثَٙی ثب ا٘شٟبی ٝبف ىٍ ػبیٍبٜ ثَٙی 

 ٙٛى. 

إشَیُ افِٚىٜ ٙيٜ، ثٝ آٍأی ٚ ثب  2/0ثٝ ٚیبَ ثٝ ٔٙظٍٛ ثَٙی آِ٘یٕی ٌٔوٍٛ  اػِای ُیَ

ىلیمٝ ا٘ىٛثٝ ٙي. ثَای  90سب  30ثٝ ٔير  C25إذیٗ وَىٖ ٔو٣ّٛ ٌَىیي. ٕذٔ ىٍ ىٔبی 

 ىلیمٝ لاُْ إز. 20ثٝ ٔير  C65غیَ فؼبَ ٕبُی آِ٘یٓ كَاٍر ىٞی ىٍ ىٔبی 

 

RD restriction Sma I ……….………...1 µl   

10X RD Buffer...............…….……....2 µl 

pUC19 uncut DNA…………….……. 1 µg 

DNase free water……….......... up to 20 µl 
 

II. ٚاوٙ٘ اِلبق 

 DNAػٟز َٙوز ىٍ ٚاوٙ٘ اِلبق، ثب سٛػٝ ثاٝ ٔیاِاٖ ػاٌة ٘اٍٛی ٚ ٥اَٛ ل٦ؼاٝ       

 DNA) 1:3ٚ  1:2، 1:1سوّاایٜ ٙاايٜ ٚ ٥ااَٛ ٘بلااُ دلإاإیيی، ٖ٘ااجز ٞاابی ٔااٛلاٍی    

 T4 DNAٙٛى. ٚاوٙ٘ اِلبق یب اسٞبَ ثاٝ ٚإا٦ٝ آ٘اِیٓ    ٘بلُ( ٔلبٕجٝ ٚ إشفبىٜ ٔی:اِلبلی

ligase  سٟیٝ ٙيٜ اُ َٙوزABS ٌَىى.ثٝ ٍٝٛر ُیَ ا٘ؼبْ ٔی 
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ا٘ىٛثاٝ   C 22ٕبػز ىٍ ىٔابی   2افِٚىٜ ٙيٜ ٚ ثٝ ٔير  2/0سَویجبر ُیَ ىٍ ٚیبَ ٞبی 

 T4 ligaseثَای غیَ فؼابَ واَىٖ آ٘اِیٓ     C 65ىلیمٝ ىٍ ىٔبی  10ٙٛ٘ي ٚ ٕذٔ ثٝ ٔير ٔی

ػفز  700ثَاثَ ا٘ياُٜ ثب٘ي ّ٘ی  3.8 (bp 2686ا٘ياُٜ دلإٕیي ) ٌیَى.كَاٍر ىٞی ٍٝٛر ٔی

 ثبُی ٔی ثبٙي.

10X buffer A ………………..1 µl   

10X buffer B ……………......1 µl 

cutted pUC19 ………….…...50 ng 

insert DNA ……….........(13, 26 & 39 ng( 

T4 ligase ...........………….....1 µl 

dH2O.................................up to 10 µl 

III. ََٔكّٝ ا٘شمب 

اُ ٍٚٗ  Escherichia coli (DH5)ٞابی ٖٔاشؼي   ثَای ا٘شمبَ ٘بلُ دلإٕیيی ثٝ ىٍٖٚ َّٕٛ

 (.Sambrook, and Russell., 2001ٙٛن كَاٍسی إشفبىٜ ٔی ٙٛى )

هبٍع ٙيٜ ٚ َٕیغ ىٍٖٚ ین لَاٍ ٌَفشٙي. دٔ اُ  -C70ٞبی ٖٔشؼي اُ فَیٍِ اثشيا ثبوشَی -1

 ًٚة ٙيٖ ٍٚی ین، ٔلَٞٛ ٚاوٙ٘ اِلبق ثٝ آٖ افِٚىٜ ٚ ثٝ هٛثی ٔو٣ّٛ ٌَىیي.

 ىلیمٝ ىٍٖٚ ین لَاٍ ٌَفشٙي. 30دلإٕیيی ثٝ ٔير  DNAٞبی كبٚی ثبوشَی ٚ ٚیبَ -2

ىٍ سَٕٔٛبیىَّ یب كٕابْ   C42ىلیمٝ ىٍ ىٔبی  1.5ٞب ٕذٔ ثَای ایؼبى ٙٛن كَاٍسی ٚیبَ -3

 آة لَاٍ ٌَفشٙي.

 ىلیمٝ ا٘ىٛثٝ ٙي٘ي. 5ٞب ثلافبّٝٝ ٚ ثٝ آٍأی ٍٚی ین ا٘شمبَ یبفشٝ ٚ ثٝ ٔير ٚیبَ -4

فٝ ٞاب ا١اب  ثيٖٚ آ٘شی ثیٛسیه ثٝ َٞ وياْ اُ ٚیبَ LBٔیىَِٚیشَ اُ ٔلی٤ وٚز  100ٔمياٍ  -5

 ٌَٔبٌٌاٍی ٙي٘ي. C37ٕبػز ىٍ  1ٙيٜ ٚ 
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ٔٙبٕات وٚاز ىاىٜ    X-Galكبٚی آ٘شی ثیٛسیاه ٚ   LBٞب ثَ ٍٚی ٔلی٤ دٔ اُ آٖ ثبوشَی -6

 ٌَٔبٌٌاٍی ٌَىیي٘ي. C37ٞب یه ٙت ىٍ ٙيٜ ٚ دّیز

 ٚاوٙ٘ ٙبٞي

 (uncutted pUC19ٙبٞي ٔظجز: َّٕٛ ٖٔشؼي ثٝ َٕٞاٜ ٘بلُ كّمٛی )

IV. ٘ٛسَویتٞبی آ٘بِیِ وّٛ٘ی 

ٞبی ٍٙي وَىٜ ىٍ ٔلی٤ ا٘شوبثی، دلإٕیي ٍا )ثٝ ٝاٍٛر ٘ٛسَویات یاب غیاَ     سٕبْ َّٕٛ

ٞابی ىٍیبفاز وٙٙايٜ دلإإیي ٘ٛسَویات اُ      ا٘ي. ػٟز سٚویٜ َّٕٛ٘ٛسَویت( ىٍیبفز وَىٜ

 ٙٛى.ٞب َٔاكُ ُیَ ا٘ؼبْ ٔیٕبیَ َّٕٛ

ػياٌب٘ٝ ثَىاٙشٝ ٚ َٞ  ٞبی ٕفیي ٍاٞبی إشَیُ یب هلاَ ى٘ياٖ إشَیُ وّٙیثٝ وٕه سیخ

ٔبیغ كبٚی ٔیِاٖ ٔٙبٕت آ٘شی ثیٛسیه سّمیق ٕ٘ٛىٜ ٚ ثٝ ٔير ٕاٝ   LBٔیّی ِیشَ  1وياْ ٍا ىٍ 

وٙیٓ سب ثبوشَی ٞب ٍٙي وٙٙي. دٔ اُ ٍٕیيٖ ٚیبَ ٞاب  ا٘ىٛثٝ ٔی C37˚سب ؿٟبٍ ٕبػز ىٍ ىٔبی 

شٝ ٚ ٕب٘شَیفیّٛ ٔای  إشَیُ ٍیو 2/0ٔیىَِٚیشَ اُ آٖ ٍا ثٝ ٚیبَ  200ثٝ ويٍٚر ٔٙبٕت ٔمياٍ 

ٔیىَِٚیشَ آة  20ٕ٘بییٓ. ٍٕٛة ثبوشَی ىٚ ثبٍ ثب آة ٔم٦َ إشَیُ ٖٙشٝ ٔی ٙٛى ٚ ٕذٔ ىٍ 

ىٍ  C95˚ٔم٦َ سٍِیمی إشَیُ ٕٕٛذبٖ٘یٖٛ ٔی ٌَىى. ایٗ ٕٕٛذبٖ٘یٖٛ ٞبی ثبوشَی ىٍ ىٔبی 

ٝ   12سب  10ٍٚٙٗ( ثٝ ٔير  Lid tempسَٕٔٛبیىَّ )ثب  ٖ  ىلیمٝ ا٘ىٛثٝ ٌَىیيٜ ٚ ٕاذٔ ثا  ػٙاٛا

DNA ٍِٛػٟز سبییي ٍٚٚى ّٖ ٍٔٛى ٘ظَ، ىٍ ٚاوٙ٘  اPCR   ثب دَایَٕٞبی َٔث٣ٛ ثٝ دلإإیي

pUC19  ىٔبی اسٞبَ ثَای دَایَٕٞبی(B1R  ٚB1F ˚C57  ٍٔٛى إشفبىٜ لَاٍ ٔای )ٔی ثبٙي-

ٔابیغ   LB، ىٍ ٔلای٤ ٞابی   PCRٌیَ٘ي. وّٛ٘ی ٞبی كبٚی دلإٕیيٞبی سبییي ٙيٜ ثٝ ٚا٦ٕٝ 
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دلإٕیيی ثٝ وابٍ ٔای    DNAكبٚی آ٘شی ثیٛسیه ٔٙبٕت وٚز ٙجب٘ٝ ٙيٜ ٚ ػٟز إشوَاع 

 ٍٚ٘ي.

 دلإٕیيی DNAإشوَاع  2-1-4-7-5

 Miniprep (Bioneerدلإٕیيی ثب إشفبىٜ اُ ویز إاشوَاع دلإإیي    DNAإشوَاع 

Plasmid Mini Extraction Kit) ثبفَ 3 ، ثبف2َ، ثبفَ 1ویز ٙبُٔ ثبفَ  ٙٛى.ا٘ؼبْ ٔی ،D َثبف ،

 إز. DNAٞبی اسٞبَ ثٝ ٚ ٕشٖٛ 5، ثبفَ 4

 ٍٚٗ وبٍ:

ىلیماٝ ٍٕاٛة ىاىٜ    2ثٝ ٔاير  ( rpm) >8000ٔیّی ِیشَ اُ وٚز ٙجب٘ٝ ثب ىٍٚ  1-5ٔمياٍ  -1

 ٙي. 

 ٞب ا١بفٝ ٚ ثب ٍٚسىٔ ثٝ ٍٝٛر ٕٕٛذبٖ٘یٖٛ ىٍآٔي.ثٝ َّٕٛ 1ٔیىَِٚیشَ ثبفَ  250ٔمياٍ  -2

 ا١بفٝ ٚ ثٝ آٍأی ٔلَّٛ ثب ٚاٍٚ٘ٝ وَىٖ ٔو٣ّٛ ٙي. 2ثبفَ  ٔیىَِٚیشَ 250ٔمياٍ  -3

 ثبٍ ثب ٚاٍٚ٘ٝ وَىٖ ثٝ آٍأی ٔو٣ّٛ ٙي.  3-4 ا١بفٝ ٚ فٍٛاً 3ٔیىَِٚیشَ ثبفَ  350ٔمياٍ  -4

 ىلیمٝ ٕب٘شَفیّٛ ٙي.  1ثٝ ٔير  C4ٚ ىٔبی ( rpm) 13000ٞب ىٍ ىٍٚ ٚیبَ -5

ٔٙشمُ ٚ ٕب٘شَفیّٛ ٌَىیي. ٔبیغ ىٍٖٚ ٚیبَ سوّیٝ ٚ ٕشٖٛ  DNAٔبیغ ٍٚیی ثٝ ٕشٖٛ اسٞبَ  -6

 ٔؼيا َٕٞٓ ثٙيی ٙي.

 ثٝ ٕشٖٛ ا١بفٝ ٚ ٕب٘شَفیّٛ ٙي. 4ٔیىَِٚیشَ ثبفَ  700ٔمياٍ  -7

 ٔیّی ِیشَی ػيیي ٔٙشمُ ٙي. 5/1فیّشَ ثٝ ٚیبَ  -8

 ٍٞب ٙي. ىلیمٝ ثٝ كبَ هٛى 1ٔیىَِٚیشَ آة ٔم٦َ إشَیُ ثٝ فیّشَ ا١بفٝ ٚ  50-100ٔمياٍ  -9
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10- DNA .دلإٕیيی ٕب٘شَفیّٛ ٙي 

سٕٛاا٤  nm280سؼیاایٗ غّظااز دلإاإیي ثااب إااشفبىٜ اُ هٛا٘اايٖ ػااٌة ىٍ ٥ااَٛ ٔااٛع    

إذىشَٚفٛسٛٔشَ ٍٝٛر ٌَفشٝ ٚ سبییي ٔؼيى ثب إشفبىٜ اُ اِىشَٚفٍُٛ ٍٚی َّ آٌبٍُٚ ٦ٔبثك ثب 

ٔؼيى اُ دلإٕیي ٞابی   PCRٚ یب سبییي س٤ٕٛ  3-4-1-2اِىشَٚفٍُٛ ا٘ؼبْ ٙيٜ ىٍ دبٍاٌَاف 

 1stا٘ؼبْ ٔی ٌَىى. دٔ اُ سبییي ٟ٘بیی دلإٕیيٞب ػٟز سؼییٗ سٛاِی ثٝ َٙوز  ،إشوَاع ٙيٜ

BASE Sequencing INT    .إٍبَ ٌَىیي 
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 بخص ديم: استخزاج سیکلًتیذ 2-2

ٞبی سبییي ٚ ٕاٙؼ٘ اطاَار   ٌیَی ٚ إشوَاع ٕیىّٛسیيٞب، ٍٚٗىٍ ایٗ دْٚٞ٘ ػٞبٍٜ

اُ ٌیبٜ ٍٔٛى ٦ٔبِؼٝ ىٍ آُٔبیٍٚبٜ ٔیىَٚثیِّٛٛی ٝاٙؼشی ىا٘ٚاٍبٜ اِِٞاَا ا٘ؼابْ     ١ئیىَٚثی 

 ٌَفشٝ إز.

 ي مًاد مًرد استفبدٌ در ایه بخص: ابشار، يسبیل 2-2-1

 ٞبی ٍٔٛى إشفبىٜ ىٍ سوّیٜ دذشیيىٕشٍبٜ 9-2ػيَٚ 

 َٙوز ٕبُ٘يٜ ٘بْ ىٕشٍبٜ

pH ( َ01/0ٔش±) Heidolph- LABOROTA 4001-efficient 

 AKHTARIAN سب٘ه اِىشَٚفٍُٛ دَٚسئیٗ

 Fulka- 02395 دٕخ دَیٖشبسیه

 AKHTARIAN- CO:8312428 ٔٙجغ اِىشَیٖیشٝ اِىشَٚفٍُٛ

UV- َإذىشَٚفشٛٔش LABOMED 
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 ٔٛاى ٍٔٛى إشفبىٜ ىٍ سوّیٜ دذشیي 10-2ػيَٚ 

 َٙوز ٕبُ٘يٜ ٔٛاى ٚ ٔلَّٛ ٞب

 MERK- 1.01990.1000 ثٛسبَ٘ٛ-1

 Dr.mojallali chemical laboratories- 17103 وَّٚٔشبٖ ىی

 MERK اسبَ٘ٛ

 MERK- 1.06009.2500 ٔشبَ٘ٛ

 MERK- 1.00056.2500 إشیه إیي

 Fulka- 02395 آٔیي دّی

 MERK ثبفَ إشبر آٔٛ٘یْٛ

 G-250 MERKوٛٔبٕی ثّٛ 

 MERK اسبَ٘ٛ

 MERK %85إیي فٖفَیه

 MERK (BSAآِجٛٔیٗ َْٕ ٌبٚی )

 MERK (DMSOِٕٛفٛوٖبیي ) ىی ٔشیُ
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 گًوٍ گیبَی مًرد استفبدٌ 2-2-2

ثبٙي واٝ ىٍ ایاٗ   ٔی Violaceae( اُ هب٘ٛاىٜ ثٙفٚٝ Viola tricolorٌیبٜ ثٙفٚٝ ٕٝ ًٍ٘ )

 .ٔؼِا ػٞبٍٜ ٌیَی ٚ ٦ٔبِؼٝ ٌَىیيدْٚٞ٘ ٌُ ٞب ٚ ثَي ٞبی آٖ ثٝ ٍٝٛر 

 مزاحل تخلیص پپتیذ بٍ صًرت گبم بٍ گبم 2-2-3

 إشوَاع ٕیىّٛسیي 2-2-3-1

ٔشاَ اُ ٕا٦ق ىٍیاب اُ  ٦ٙٔماٝ آثٖاَى،       2000اُ اٍسفبع  Viola tricolorٕ٘ٛ٘ٝ ٌیبٞی  -1

ػٕاغ آٍٚی ٙاي. هابن ٚ    س٤ٕٛ ٌیبٜ ٙٙبٓ ىاٍ٘ٚبٜ اَِِٞا  ویلاٖ ٚالغ ىٍ َٙق إشبٖ سَٟاٖ

ػٞبٍٜ ٌیَی ثٝ ٝاٍٛر ٔؼاِا اُ    ٞبی دٕٛیيٜ ػيا ٌَىیي ٚ ىٍ ىٔبی ٔلی٤ هٚه ٙي.ثَي

ٞاب ػياٌب٘اٝ ػٕاغ آٍٚی    ٞب ٚ ثَي ، ٌِا ٌُدٌیَفزٞبی ٌیبٜ ٍٔٛى ٘ظَ ٍٝٛر ٚ ٌُٞب ثَي

ٌاَْ ٌاُ هٚاه ٚ     9ٚ ٌَْ ثَي هٚه ٌیابٜ   5/14كيٚى  .ٙي٘يٙيٜ، دٛىٍ ٌَىیيٜ ٚ ُٖٚ 

ػٟز كٌف ٔٛاى ٔیّی ِیشَ كلاَ ىی وَّٚٔشبٖ  110ٚ 175ٌیبٜ ثٝ سَسیت ثب افِٚىٖ  دٛىٍ ٙيٜ

ٞبی كبٚی ٕ٘ٛ٘ٝ ٞبی ٌیبٞی دٔ اٍِٗ . ثيیٗ ٍٝٛر وٌَٝىیي٘يػٞبٍٜ ٌیَی  ؿَثی ىٕٚز

ثابٍ ٚ   5. ایٗ َٔكّاٝ  ٌَفشٙيٕبػز ٍٚی ٙیىَ ىٍ ىٔبی اسبق لَاٍ  1ثٝ ٔير  اُ افِٚىٖ كلاَ

ٝ . ٌَىیاي سىَاٍ ثَای َٞ ىٚ ٕ٘ٛ٘ٝ َٞ ثبٍ ثب كلاَ سبُٜ  ٞ ٞابی  ٕ٘ٛ٘ا ی سیٕابٍ ٙايٜ ثاب ىی    ٌیاب

٘ي )ىی وَّٚٔشبٖ ىٍ َٞ َٔكّٝ ىٍٚ ه ٙيىٍ ىٔبی اسبق ثٝ ٔير یه ٙجب٘ٝ ٍُٚ هٚ وَّٚٔشبٖ

  .(ٙيٍیوشٝ 

ٞابی ثاَي ٚ ٌاُ    َای ٕ٘ٛ٘ٝٔٙظٍٛ كٌف دّی دذشیيٞب، ثبلیٕب٘يٜ هٚه ٙيٜ ٌیبٜ ثثٝ  -2

َ   150ٚ  250 ٌیبٜ، ثاٝ سَسیات ثاب    % ٔٚابثٝ َٔكّاٝ لجاُ    50ٔلّاَٛ آثای اسابَ٘ٛ    اُ  ٔیّای ِیشا

. ٌَىیيٞبی اسبِ٘ٛی ػٕغ آٍٚی ٚ َٞ ثبٍ ٔلَّٛ ٜثبٍ سىَاٍ ٙي 3ٌیَی ٙي. ایٗ َٔكّٝ  ػٞبٍٜ
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ِٛ ٞبی  ا٘ي. ػٞبٍٜىٍ ایٗ َٔكّٝ ٕیىّٛسیيٞب ىٍ كلاَ اسبِ٘ٛی كُ ٙيٜ ثيٕاز آٔايٜ اُ    یاساب٘

ثب ا١بفٝ وَىٖ إاشیه   دبیبٖایٗ َٔكّٝ ثب إشفبىٜ اُ ػَیبٖ ٞٛا ثٝ ٔير یه ٙت سغّی  ٚ ىٍ 

 . ٘ي% كؼٓ ٟ٘بیی ػٞبٍٜ، إیيی ٙي2إیي ثٝ ٔیِاٖ 

 ٞب( ٔٛػٛى ىٍ ػٞبٍٜ)سب٘ٗ یٞبسٛاٖ دّی فُٙدّی آٔیي ٔی یب ٝبفی ثب إشفبىٜ اُ ٕشٖٛ -3

% ثٝ ٔير 2 آٔیي ىٍ إشیه إیي ٌَْ دٛىٍ دّی 31اسبِ٘ٛی ٍا كٌف وَى. ثٝ ایٗ سَسیت وٝ  ٞبی

ٝ     8ىٚ ٙجب٘ٝ ٍُٚ هیٖب٘يٜ ٚ ٕذٔ ٍٚی  ای واٝ لایاٝ    وبغٌ ٝبفی ٚاسٕٗ سُٛیاغ ٙاي ثاٝ ٌٛ٘ا

% ىٍ 50ٔلّاَٛ اسابَ٘ٛ    ml  100ٞب ٍا ثٍیَى. ىٍ ٟ٘بیاز ٞاَ ٝابفی ثاب     ی ٍٚی ٝبفییىٙٛاهش

 % ٖٙشٝ ٙي.2إشیه إیي 

ٞبی كبٚی دّی آٔیي لَاٍ ٌَفز. ُٔب٘ی وٝ ٕ٘ٛ٘ٝ  ٞب ثٝ ٥ٍٛ ٖٔبٚی ٍٚی ٝبفی ٕ٘ٛ٘ٝ -4

 بٞایٗ ٕ٘ٛ٘ٝ .ىٞي آٔیي ٔی ای هٛى ٍا ثٝ ٝبفی دّی ًٍ٘ لٟٜٛسب كيٚىی ٙٛى  اُ ٝبفی هبٍع ٔی

آٍٚی ٙيٜ ثٝ ٍٚٗ لجُ وبٞ٘ ىاىٜ ٙي ٚ ٕاذٔ   ػٕغ ٞبی. كؼٓ ٕٖ٘ٛ٘ٝٞشٙيػبٍی اُ سب٘ٗ 

 ٞب سجویَ ٙيٜ ٚ ىٍ ٟ٘بیاز ػٞابٍٜ غّای  ٚ هٚاىی    كلاَ اسبِ٘ٛی ٕ٘ٛ٘ٝ إشفبىٜ اُ ٍٚسبٍیثب 

ثبٙاي ٚ ٞاَ ىٚ لٟاٜٛ ای    )ثَای ٌُ ٚ ثَي ًٍ٘ ایٗ ػٞبٍٜ ٞب ا٘يوی ٔشفبٚر ٔای  ثيٕز آٔي

 .سیَٜ ٔی ثبٙٙي(

ٍ   ػٞابٍٜ ٞابی هٚاه   ٌاَْ اُ   1ثَای سىٕیُ َٔاكُ هبِٜ ٕبُی  -5  ثيٕاز آٔايٜ ى

ثٛسابَ٘ٛ   ml  100ثبٍ ثب 3آة ٔم٦َ كُ ٙي ٚ  ml  100َٔكّٝ لجُ )ٔؼِا ثَای ثَي ٚ ٌُ( ىٍ

ثیٚشَ دذشیيٞبی آثٍَیِ ٍا ىٍ هٛى كُ ٔای وٙاي. فابُ ثٛسابِ٘ٛی     ٌیَی ٙي. فبُ ثٛسبِ٘ٛی  ػٞبٍٜ

. كؼٓ ٕ٘ٛ٘ٝ وابٞ٘ ىاىٜ ٙاي   ٚ ٔؼيىاً ٜثب ٞٓ ٔو٣ّٛ ٙي ىٍ ایٗ ٕٝ َٔكّٝ ػٕغ آٍٚی ٙيٜ

ٕذٔ ثب إشفبىٜ اُ ٍٚسبٍی كلاَ ثٛسبَ٘ٛ سجویَ ٌَىیيٜ ٚ ٟ٘بیشب ثٝ ٍٝٛر داٛىٍ ىٍ ٚیابَ ٞاب    
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فبُ آثی ٘یِ ثٝ ٕٞیٗ ٍٚٗ سغّی  ٚ ٍٟ٘ياٍی ٙاي. ُیاَا    .ػٕغ آٍٚی ٚ ىٍ فَیٍِ ٍٟ٘ياٍی ٙي

 ٙٛ٘ي. ثٛسبِ٘ٛی ٕ٘یسٕبْ ٕیىّٛسیيٞب ٚاٍى فبُ 

ثاب إاشفبىٜ اُ ٕاشٖٛ     SPEسوّیٜ ٖ٘جی ٕیىّٛسیيٞب ثٝ ٍٚٗ ػيإبُی فبُ ػبٔاي   -6

CHROMABAND
®
 C18-ec  ( ٓٛوبٍسَیغ ػيإبُی فبُ ٔؼى ml3 ،mg 500   ٜسٟیاٝ ٙاي )

ٗ  MN( MACHEREY-NAGEL)اُ َٙوز  ٞابی ٖٙشٚاٛی ػٕاٛٔی ٔاٍٛى     ٦ٔبثك ثاب ٍٚ

ثاٝ  ىٍ إشوَاع سَویجبسی ٘ظیَ ٕیىّٛسیيٞب، ا٘ؼبْ ٌَىیاي.   ٞبی فبُ ٔؼىٛٓإشفبىٜ ثَای ٕشٖٛ

ثابفَ   ml 8ىٍ فابُ ثٛسابِ٘ٛی  ثيٕاز آٔايٜ اُ    ٞابی ٕ٘ٛ٘ٝٔیّی ٌَْ اُ  25 كيٚى ایٗ سَسیت وٝ

 C18كاُ ٙاي. اثشايا ٕاشٖٛ      8ثَاثَ  pHٔٛلاٍ ٚ  1/0 )یب ثی وَثٙبر آٔٛ٘یْٛ( آٔٛ٘یْٛ إشبر

SPE 2 ثبٍ ثبml  3  ٔشبَ٘ٛ ٖٙشٝ ٙي سب ٕشٖٛ فؼبَ ٙٛى. ٕذٔ ثبml 3     ثابفَ آٔٛ٘یاْٛ إاشبر

  ٛ ثبٙاي.   ٔای  ml/min  1ٖٙشٝ ٙي سب ثٝ سؼبىَ ثَٕي. َٕػز ػَیبٖ ىٍ ایٗ ىٚ َٔكّاٝ ٖٙشٚا

 ٝ ثبٙاي.   ٔای  ml/min 6/0 ٕذٔ ٕ٘ٛ٘ٝ ٍٚی ٕشٖٛ ثبٌٌٍاٍی ٙي. َٕػز ػَیبٖ ىٍ ایٗ َٔكّا

آٔٛ٘یْٛ إشفبىٜ ٙي. ىٍ ٟ٘بیز ثاَای ایٙىاٝ   إشبر  ثبفَ ml  3ٞب اُ ٕذٔ ثَای كٌف ٘بهبِٞی

َ   َ یه اُ ٔلَّٛ( اُ ml2×2ٞ) ml  4ٕ٘ٛ٘ٝ اُ ٕشٖٛ هبٍع ٙٛى ٕشٖٛ ثب -ٞبی ٔوشّاف اساب٘ٛ

  % ٖٙشٝ ٙي.80% ٚ 50%، 20ٞبی  ىٍ ٖ٘جزآثی 

 یَ سٛػٝ ىاٙز:ُثبیي ثٝ ٘ىبر  SPE* ثَای آٔبىٜ ٕبُی وبٍسَیغ 

ثبٙي  % ٔبىٜ هٚه َٞ ٕشٖٛ ٔیMN ،5-3َوز ٙ SPEظَفیز َٞ ٕشٖٛ  ظَفیز ٕشٖٛ:

 سٛا٘ي ػجٍٛ وٙي. ِیشَ ٔی 1ٚ اُ َٞ ٕشٖٛ ٟ٘بیز 

pH  :َٕٝ٘ٛ٘ٞابی آِای ٚ    فبُ ػبٔي دیٛ٘ي ُىٜ ٙيٜ ىٍ ٔمبثُ كلاpH   ٗدبیاياٍ   8ساب   2ثای

ٚ  2وٕشاَ اُ   pHٕیّیىب آٔبىٌی كُ ٙايٖ ٍا ىاٍى. ىٍ   8ثبلای  pHإز. ىٍ  ٞابی ػبٔاُ   ٜ  ٌاَ
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٘یِ  14اِی  1ثیٗ  pHىٞٙي. اٌَ ؿٝ ىٍ ػُٕ اُ ٕیّیىبٞبی دیٛ٘يی ىٍ  ا٘ؼبْ ٕ٘یٚظیفٝ هٛى ٍا 

ٞب ٔؼشمي٘ي وٝ ثٝ ػّز َٕیغ ثٛىٖ فَآیٙي ػُٕ سوَیات فابُ ػبٔاي     ٙٛى ٚ ٙیٕیياٖ إشفبىٜ ٔی

    .(1387، )دبیبٖ ٘بٔٝ ٞبٙٓ دٌٍٛیَى  ٍٝٛر ٕ٘ی

ٍ هبِٞی ثَاثَ ثب ٝفَ ٚ ثٟشَ إز ٕ٘ٛ٘ٝ ثب "فبُ ٔؼىٛٓ"ٞبی  اُ ٥َف ىیٍَ ثَای ٕشٖٛ

ای سٙظیٓ ٙٛى وٝ ثَاثَ یب  ثبیي ثٝ ٌٛ٘ٝٔلَّٛ  pHایٙىٝ كيالُ ٔمياٍ ثبٍ ٍا ىاٙشٝ ثبٙٙي. ٌِا  یب

ثاَای   8ثَاثاَ   pHِ٘ىیه ثٝ ٘م٦ٝ ایِٚاِىشَیه ٕیىّٛسیيٞب ثبٙي. ثَ إبٓ ٌِاٍٙبر ٔٛػٛى، 

 ثبٙي. ایٗ وبٍ ٔٙبٕت ٔی

 8آٖ ىٍ كايٚى   pHىٍ آة ِٕٔٚع ٙاٛى ٚ  كلاَ ٔٙبٕت: كلاَ ٔٙبٕت كلاِی إز وٝ 

ای ثبٙي وٝ ىٍ اسٞبَ  طبثز ثبٙي، دذشیيٞب ىٍ آٖ ٔلَّٛ ثبٙٙي ٚ ٚیٌْی ٞیيٍٚفٛثی آٖ ثٝ ٌٛ٘ٝ

ثبٙاي )دبیابٖ    ٞب ٍا ىاٍا ٔی سٕبْ ایٗ ٚیٌْیآٔٛ٘یْٛ ثٝ ٕشٖٛ ثب دذشیيٞب ٍلبثز ٘ىٙي. ثبفَ إشبر 

 .(.,Cleanson et al  1998ٚ 1387، ٘بٔٝ ٞبٙٓ دٍٛ

ٕاَػز َٔكّاٝ   ثبٙي.  ٔی ml/min 3َٕػز ػَیبٖ: َٕػز ػجٍٛ ٕ٘ٛ٘ٝ اُ ٕشٖٛ كياوظَ 

 ثبٙي. ml/min 1٘جبیي هیّی ُیبى ثبٙي. َٕػز ىٍ ایٗ َٔكّٝ ثبیي كياوظَ  ٖٙشٚٛ

آٔٛ٘یاْٛ  ثؼي اُ ا٘ؼبْ َٔاكُ فؼبَ ٕبُی ٕشٖٛ ثب ٔشبَ٘ٛ، ٔشؼبىَ ٕابُی ٕاشٖٛ ثاب ثابفَ     

يٜ إاز(، ٚ ثبٌٍاٌاٍی ٕ٘ٛ٘اٝ ٍٚی ٕاشٖٛ ٘ٛثاز ثاٝ       إشبر )كلاِی وٝ ٕ٘ٛ٘ٝ ىٍ آٖ كُ ٙا 

)سَویجبسی وٝ ثٝ ٕشٖٛ ٔشُٞ  ٍٕي. اثشيا ثَای هبٍع ٙيٖ سَویجبر ٘بهبِٜ ٖٙشٚٛی ٕشٖٛ ٔی

ٞاب ىٍ ٕاٝ َٔكّاٝ ثاب      دذشیاي  ٙٛى. ٕاذٔ دّای   ٖٙشٝ ٔیإشبر ا٘ي( ٕشٖٛ ثب ثبفَ آٔٛ٘یْٛ  ٘ٚيٜ

ٛ  ُ ٕاشٖٛ هابٍع ٔای   یبثي ا ٔی افِای٘ٞبیی وٝ ثٝ سَسیت ل٦جیز آٟ٘ب  ٔلَّٛ ٝ ٘ٙا ٞابی   ي. ٕ٘ٛ٘ا

 ٌیَ٘ي. آ٘بِیِ ثیٚشَ ٍٔٛى إشفبىٜ لَاٍ ٔی ثَایٞبی ٔوشّف  ٕشٖٛ ثب ٔلَّٛ كبُٝ اُ ٖٙشٗ
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 فٍٛىٚسئیٗ ثٝ ٍٚٗ ثَىٕٙؼ٘ دَ 2-2-3-2

ثاٝ   G-250وٝ ىٍ آٖ ًٍ٘ وٛٔبٕی ثّاٛ   ٕٙؼ٘ ثَىفٍٛى یه ٍٚٗ سؼییٗ دَٚسئیٗ إز

ٙىُ ٚػاٛى ىاٍى: وابسیٛ٘ی)لَِٔ ٍ٘اً(، هٙظی)ٕاجِ      3ٙٛى. ایٗ ًٍ٘ ثٝ  ٞب ٔشُٞ ٔی دَٚسئیٗ

ٙایٗ  یًٍ٘ وٛٔبٕی ثّٛ ثٝ ٍُیيٚٞبی آٍٚٔبسیه ٚ ثبُی ثٝ ٚیْٜ آٍّ ًٍ٘( ٚ آ٘یٛ٘ی)آثی ًٍ٘(.

 ٙٛى. ٔشُٞ ٔی

 

 .G-250اٙىبَ ٔوشّف ًٍ٘ وٛٔبٕی ثّٛ  1-2ٙىُ

 :َٛ ٍٍ٘ی٥َُّ سٟیٝ ٔل

mg 20 ّٛوٛٔبٕی ثG-250   ٍى ml10 ٘ٚٛٔشب َ  ml20 كُ ٙي ٚ ثاب آة  85فٖفَیه  إیي %

 ٍٕیي. ml200 ٔم٦َ ثٝ كؼٓ ٟ٘بیی 

ٙاٛى ٔلّاَٛ ثاٝ    فٍٛى إشفبىٜ اُ ٔشبَ٘ٛ ثٝ ػبی اسابَ٘ٛ، ثبػاض ٔای   ى٘ىشٝ: ىٍ سٟیٝ ٔلَّٛ ثَ

 ٞب ٍا ٘یِ ٘ٚبٖ ىٞي.ٙٛى ٚ ا٘ين سفبٚرسَ اهشلاف غّظز كٖبٓ

 :٥BSAَُ سٟیٝ ٔلَّٛ دَٚسئیٗ إشب٘ياٍى 

mg10 ٍى ىٍ دَٚسئیٗ إشب٘يا ml10 .آة ٔم٦َ كُ ٙي 
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 دَٚسئیٗ: ٕٚٙؼ٘ ٔیىَ

ٍٕب٘يٜ ٙي.  ml1/0 ٔیىٌََْٚ دَٚسئیٗ ثب ثبفَ ٔٙبٕت ثٝ  10سب  1كؼٓ ٔلَّٛ دَٚسئیٙی كبٚی 

اُ ٔلَّٛ ٍٍ٘ی ثٝ َٞ ِِٛٝ ا١بفٝ ٙي ٚ هٛة ٔو٣ّٛ ٙي. ػٌة ٕ٘ٛ٘ٝ دذشیيی ىٍ  ml1 ٕذٔ

  .( (Bradford., 1976٘ب٘ٛٔشَ ا٘ياُٜ ٌیَی ٙي ٥595َٛ ٔٛع 

 : Tricine-PAGEسؼییٗ ٔیِاٖ هّٛٛ ٕ٘ٛ٘ٝ دذشیيی ثب ٍٚٗ  2-2-3-3

 ٍٗٚTricine SDS PAGE    ثَای دَٚسئیٗ ٞبیی ثاب ُٖٚ ِٔٛىاِٛیkDa 100-1   وابٍایی

)ػيَٚ  ٙٛى یؼٙی وبسي ثبفَ ٚ آ٘ي ثبفَ إشفبىٜ ٔی Runningثبلایی ىاٍى وٝ اُ ىٚ ٕیٖشٓ ثبفَی 

2-11). 

( إاز واٝ   Stackingاِىشَٚفٍُٛ ىاٍای یاه ثوا٘ َّ ٔشاَاوٓ وٙٙايٜ )    ایٗ ٕیٖشٓ َّ 

ٙٛ٘ي. ٕٞـٙیٗ یه ثو٘ ٔیب٘ی ثٝ ٘ابْ َّ فبٝاّٝ ا٘اياُ     ٞب ىٍ آٖ ٔشَٕوِ ٚ ٔشَاوٓ ٔی دَٚسئیٗ

(Spacer( ٜیه ثو٘ َّ ػياوٙٙي ٚ )Separatingٗىاٍى وٝ ىٍ آٖ دَٚسئی )    ُٖٚ ٓٞب ثاَ إاب

يا َّ ػيا وٙٙيٜ، ٕذٔ َّ فبّٝٝ ا٘ياُ ٚ ثؼاي اُ آٖ َّ  ٙٛ٘ي. اثش ِٔٛىِٛی اُ یىيیٍَ ػيا ٔی

ی ٔؼَٟٛ  ٙٛى. ٔیِاٖ ىٍٝي َّ، ثٖشٍی ثٝ َٙای٤ اػِای دَٚسئیٙی ٕ٘ٛ٘ٝ ٔشَاوٓ وٙٙيٜ سٟیٝ ٔی

-2)ػايَٚ   ٙاٛى  ٞب ثیٚشَ ثبٙي، َّ ثب غّظز وٕشَ سٟیٝ ٔی ىاٍى، َٞؿٝ ُٖٚ ِٔٛىِٛی دَٚسئیٗ

12). 

( اثشيا ىٚ ٙیٚاٝ ٔوٞاٛٛ ٕابهز    slab gelی )ا ی َّ ثٝ ٍٝٛر ٝفلٝ ثٝ ٔٙظٍٛ سٟیٝ

( ىٍ ىٚ ٥َف ٙیٚٝ spacer) ا٘ياُٞبثب اِىُ دبن ٚ ؿَثی ُىایی ٙي٘ي. ٕذٔ فبّٝٝ  َّ، وبٔلاً

إشفبىٜ ٍَ٘ىیي وٝ آٖ ٞٓ ثٝ ىِیُ ىاىٖ  فبّٝٝ ا٘ياُِٚی ىٍ  لٖٕز دبییٗ َّ اُ   ،لَاٍ ىاىٜ ٙي
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ثبٙاي. ٔٙبفاٌ ثایٗ ىٚ     ِٔٛىِٛی دبییٗ ٔای  ٞبیی ثب ُٖٚ ف٢بی ثیٚشَ ٥ِٛی ثَای كَوز دَٚسئیٗ

% ٖٔيٚى ٚ ثب ٌیَٜ ٔلىٓ ٙي. ثَای ا٥ٕیٙبٖ اُ ػايْ  7/0ٞب ثب آٌبٍ ٌٔاة  ٙیٚٝ ٚ فبّٝٝ ىٞٙيٜ

 ٙٛى. ٘ٚز ٕیٖشٓ، لجُ اُ ٍیوشٗ َّ ثیٗ ىٚ ٙیٚٝ آة ٔم٦َ ٍیوشٝ ٔی

ىٍ اثشيا ٔلشٛیبر َّ ػيا وٙٙيٜ ٔو٣ّٛ ٚ ىٍ ثایٗ ىٚ ٙیٚاٝ ٍیوشاٝ ٙاي ٚ دأ اُ آٖ      

ىلیماٝ ٥اَٛ    30. دٔ اُ ثٖشٗ َّ وٝ كايٚى  (12-2)ػيَٚ  ٙي ا١بفٝایِٚدَٚدبَ٘ٛ ٍٚی آٖ 

 ثب آة ٔم٦َ ٖٙشٚٛ ىاىٜ ٙي. وٚي، ایِٚدَٚدبَ٘ٛ ىٍٚ ٍیوشٝ ٙي ٚ ٔی

واٝ اٍسفابع     ثٝ ٥ٍٛی َّ فبّٝٝ ا٘ياُ ٍٚی َّ ػياوٙٙيٜ ا١بفٝ ٙي ،ی فٛق ٕٞب٘ٙي َٔكّٝ

شٗ َّ ٖا َی ُیَ ٙاب٘ٝ ٍا ثذٛٙاب٘ي. دأ اُ ث   ٕب٘شیٕش 1ٕب٘شیٕشَی سؼبُٚ ٘ىٙي ٚ سب  2-1َّ اُ 

فبّٝٝ ا٘ياُ، َّ ٔشَاوٓ وٙٙيٜ ٍیوشٝ ٚ ٙب٘ٝ ٍٚی آٖ لَاٍ ىاىٜ ٙي. دٔ اُ دّیَٕیِٜ  ٙايٖ َّ  

 ٞب ثب آة ٔم٦َ ٖٙشٝ ٙي٘ي.  ٙب٘ٝ ثٝ آٍأی هبٍع ٚ ؿبٞه ،ٔشَاوٓ وٙٙيٜ
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 :٥َُ سٟیٝ ثبفَٞبی ٍٔٛى ٘یبُ

 Tiricine SDS PAGEثبفَٞبی لاُْ ػٟز ا٘ؼبْ  11-2ػيَٚ 

 ٟ٘بییغّظز  اػِای سٚىیُ ىٞٙيٜ ثبفَٞب ٚ ٔلَّٛ ٞبی لاُْ

Gel buffer 1x 
Tris 3 M 

SDS 0.3% 

pH 8.45 

Anode buffer 1x 
Tris 0.2 M 

pH 8.9 

Cathode buffer 1x 

Tris 0.1 M 

Tricine 0.1 M 

SDS 0.1% 

pH 8.25 not needed 

Sample buffer 1x 

SDS 4% 

Glycerol 12% w/v 

Tris 50 mM 

Mercaptoethanol 2% 

Serva Blue G 0.01% 

pH 6.8, 40, 30 min 

Gel (49.5% T, 3% C) Acrylamide 48% w/v 

Bisacrylamide 1.5% 

Fixing Solution 
Methanol 50% v/v 

Acetic acid 10% v/v 

Staining Solution 
Brilliant Blue G250 0.025g 

Acetic acide 10% 

Destaining Solution Acetic acide 10% 

Ammonium persulfate APS 10% w/v 

Tetramethylene diamine TEMED  
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 ٞب ٚ ثبفَٞبی سٟیٝ ٙيٜ ثَای َّ وٛؿه ٔمبىیَ ٍٔٛى ٘یبُ اُ ٔلَّٛ 12-2ػيَٚ 

Mini gel (10×10 cm) 

Stacking gel 4% T, 3% C (2cm) 

Acrylamide A 0.32 ml 

Gel buffer 0.992 ml 

Water To 4 ml 

Ammoniumper sulphate 10% 32 µl 

TEMED 3.2 µl 

Spacer gel 10% T, 3% C (2 cm) 

Acrylamide A 0.813 ml 

Gel buffer 1.33 ml 

Water To 4 ml 

Ammoniumper sulphate 10% 13.33 µl 

TEMED 1.33 µl 

Seperating gel 16.5% T, 3% C 

Acrylamide A 2.17 ml 

Gel buffer 2.17 ml 

Glycerol 0.87 g 

Water To 6.5 ml 

Ammonium per sulphate 10% 21.7 µl 

TEMED 2.17 µl 
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 سًم: بزرسی اثزات ضذ میکزيبی سیکلًتیذَببخص  2-3

 ابشار ي تدُیشات لاسم 2-3-1

طاَار ١اي ٔیىَٚثای ٔؼٕٛػاٝ دذشیايٞبی      ٍٔٛى إشفبىٜ ىٍ ثٍَٕی اٞبی  ىٕشٍبٜ 13-2ػيَٚ 

 إشوَاع ٙيٜ

 َٙوز ٕبُ٘يٜ ٘بْ ىٕشٍبٜ

 JTLVC2 ٞٛى لأیٙبٍ فّٛ

 Memmert- INE500 (Incubator) ا٘ىٛثبسٍٛ

 311DS -  Labnet (Shaker- Incubator) ٙیىَ ا٘ىٛثبسٍٛ

 LABOMED (Spectrophotometerإذىشَٚفٛسٛٔشَ)

 Eppendorf- AG (Microcentrifuge) ّٛیٕب٘شَفٔیىَٚ 

 مًاد مًرد ویبس  2-3-2

 ٔٛاى ٚ ٔلَّٛ ٞبی ٍٔٛى إشفبىٜ ىٍ ثٍَٕی اطَار ١ي ٔیىَٚثی ٕیىّٛسیيٞبی إشوَاع ٙيٜ 14-2ػيَٚ 

 َٙوز ٕبُ٘يٜ ٔٛاى ٚ ٔلَّٛ ٞب

 MERK (Muller Hinton agar) آٌبٍ َِٔٛ ٞیٙشٖٛ

 MERK (Muller Hinton brothَِٔٛ ٞیٙشٖٛ ثَاص )

 Roche (Agarose) آٌبٍُ

 MERK (Tween 20) 20 سٛئیٗ

 MERK ثبفَ فٖفبر ٕيیٓ

 MERK (H2SO4) إیي ِٕٛفٍٛیه
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 سىدص اثزات ضذمیکزيبی  َبی بٍ کبر رفتٍ درسًیٍ 2-3-3

 ٞبی ثٝ وبٍ ٍفشٝ ػٟز سؼییٗ اطَار ١ي ٔیىَٚثیٕٛیٝ 15-2ػيَٚ 

 ی ُای اٖ٘ب٘ی ٍٞبی ثیٕبٕٛیٝ

Escherichia coli ATCC25922 

Staphylococcus aureus ATCC25923 

Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 

 :٥َُ سٟیٝ ثبفَ فٖفبر ٕيیٓ

ٔیّی ِیشَ  1000ٌَْ اُ ٔٛ٘ٛ ٕيیٓ ىی ٞیيٍّٖٚ فٖفبر ثيٖٚ آة ىٍ  A :8/27ٔلَّٛ ًهیَٜ 

ٌاَْ   B :4/28 ٔلَّٛ ًهیَٜكبُٝ ٙٛى.  NaH2PO4ٔٛلاٍ  2/0آة ٔم٦َ كُ ٙٛى سب ٔلَّٛ 

ٔیّی ِیشَ آة ٔم٦َ كُ ٙٛى سب ٔلَّٛ  1000اُ ىی ٕيیٓ ٔٛ٘ٛٞیيٍّٖٚ فٖفبر ثيٖٚ آة ىٍ 

اُ  A  ٚml 81اُ إاشٛن   ml  19،4/7ثَاثَ  pHثيٕز آیي. ٕذٔ ثَای  Na2HPO4ٔٛلاٍ  2/0

ٙاٛى.   ٍٕب٘يٜ ٔای  ml200ٍا ثب ٞٓ ٔو٣ّٛ وَىٜ ٚ كؼٓ آٖ ٍا ثب آة ٔم٦َ ثٝ  Bٔلَّٛ ًهیَٜ 

 01/0ٔٛلاٍ ثبفَ فٖفبر ٕيیٓ ٕبهشٝ ٙيٜ إاز. ثاَای سٟیاٝ ثابفَ      1/0سب ایٗ َٔكّٝ ٔلَّٛ 

 ثَاثَ ٍلیك ٕ٘ٛى.  10( ثبیي آٖ ٍا M1V1=M2V2ٔٛلاٍ )ثب إشفبىٜ اُ 

 ٞبی وٚز٥َُ سٟیٝ ٔلی٤

MHAٔلی٤ وٚز 
28 : 

ٔم٦َ كاُ واَىٜ ٚ دأ اُ إاشَیُ     اُ دٛىٍ ایٗ ٔلی٤ وٚز ٍا ىٍ یه ِیشَ آة ٌَْ  34

 وَىٖ آٖ ىٍ دّیز ٞبی إشَیُ سُٛیغ ٙي.

                                                 
28

 Muller Hinton agar 
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NAٔلی٤ وٚز 
29: 

ٚ  ٙاي ٚ إاشَیُ   وَىٜ آة ٔم٦َ كُ یه ِیشَ ٍا ىٍاُ دٛىٍ آٔبىٜ ٘ٛسَیٙز آٌبٍ  ٌَْ 20 

ٞب ثٝ ٔٙظٍٛ ا٘ؼبْ آُٔبیٚبر ٕٙؼ٘ فؼبِیز ١ئیىَٚثی ٔاٍٛى   ثبوشَی ٚ ٍٟ٘ياٍی ثَای ٍٙي

  إشفبىٜ لَاٍ ٌَفز.

  :سغییَ یبفشٝ وٚز  ٔلی٤

 (w/v) ایٗ ٔلای٤ وٚاز كابٚی    
30

MHB4/3  ،%  ٍُآٌابLE (w/v) 1 ٚ %(v/v) 02/0 %

( ثٝ كؼٓ ٍٔٛى ٘ظَ 4/7ب ثَاثَ ث pHٔٛلاٍ ٚ  01/0ثبٙي وٝ ثب ثبفَ فٖفبر ٕيیٓ ) ٔی 20سٛئیٗ 

 وبٞ٘ ٔیبٖدذشیيٞبی ١ئیىَٚثی ٕیىّٛسیيٞب ثبٍىاٍ ٖٞشٙي، ثَای  وٝ دّی ثٝ ىِیُ ایٗ ٍٕي. ٔی

وٙ٘ اِىشَٚإشبسیه ٔیبٖ آٟ٘ب ٚ اػِای ِٕٛفبر ٍُیيٚٞبی لٙي آٌبٍٚدىشیٗ ثاٝ ػابی آٌابٍ اُ    

 (.  Lehrer et al., 1991ثٝ ػٙٛاٖ ٔبىٜ ّلاسیٙی إشفبىٜ ٙي ) LEآٌبٍُٚ 

 ٔه فبٍِٙي: 0.5سٟیٝ إشب٘ياٍى 

ٛ  95/9% ثٝ 1ٔیّی ِیشَ اُ ٔلَّٛ وَّیي ثبٍیٓ  0.05 % ا١ابفٝ  1ٍیه ٔیّی ِیشَ إیي ٕاِٛف

ٖ ایؼبى ٛٔی ثبٙي. ٕٕٛذبٖ٘یCFU/ml 108×5/1ٌَىیي. سَاوٓ سمَیجی َّٕٛ ٞب ىٍ ایٗ ويٍٚر 

ٔابٜ ػٟاز    6ٙيٜ ؿٙب٘ـٝ ىٍ ظَف َٕ ثٖشٝ ٚ ىٍ ٔىب٘ی سبٍیه ٍٟ٘اياٍی ٙاٛى، ثاٝ ٔاير     

سجَیِی ْ٘اى،  ی دٍٛثبثبئ)دبیبٖ ٘بٔٝ یٝ ٔیىَٚثی لبثُ إشفبىٜ ٔی ثبٙي ٔمبیٖٝ ٚ سٙظیٓ ويٍٚر ٔب

1372 ). 

                                                 
29

 Nutrient agar 
30

 Muller Hinton Broth 
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 ريش کبر تعییه اثزات ضذ میکزيبی  2-3-4

% 9/0ٕابػشٝ ىٍ ٕاَْ فیِیِٛاّٛی     24ٞابی   ثب إشفبىٜ اُ ِٛح سّمیق إشَیُ اُ دّیاز  -1

 ٔه فبٍِٙي سٟیٝ ٙي. 5/0ويٍٚر 

ٔیىَٚثی یه ٕٛآة إشَیُ ىاهُ ِِٛاٝ ٕٕٛذبٖ٘ایٖٛ    ٞبیدٔ اُ سٟیٝ ٕٕٛذبٖ٘یٖٛ -2

ٚ ثب فَٚىٖ ٕٛآة ثَ ِجٝ ىاهّی ِِٛٝ ٔمابىیَ ا١ابفی ٕاَْ كابٚی ثابوشَی      ثبوشَی ٚاٍى وَىٜ 

 هبٍع ٙي.

ثب إشفبىٜ اُ ٕٛآة ٦ٕق ٔلی٤ وٚز آٌبٍ ثٝ ٥ٍٛ وبُٔ وٚاز ىاىٜ ٙاي. )ٞاَ ثابٍ      -3

ىٍػٝ ؿَهب٘يٜ ٙي( ٕٛاة ىٍٚ سب ىٍٚ ِجٝ آٌبٍ وٚیيٜ ٙي سب اُ دٛٙیيٜ ٙيٖ  60دّیز كيٚى 

 ٓ.٦ٕق آٌبٍ س٤ٕٛ ثبوشَی ٦ٕٔئٗ ٙٛی

ىلیمٝ لَاٍ ٌَفز سب ٕا٦ق آٖ ىٍ ىٔابی    10سب  5ٞب ُیَ ٞٛى لأیٙبٍ فّٛ ثٝ ٔير  دّیز -4

 اسبق هٚه ٙٛى.

ٞب سؼجیٝ ٌَىیي ثب فبّٝٝ ٔٙبٕت اُ ٞٓ ٚ ٘یِ اُ ىیٛاٍٜ دّیز mm 6ٞبی ثٝ ل٦َ ؿبٞه -5

ا٘شٚابٍ  ٞبی ٍٔٛى ثٍَٕی ثٝ ٔمبىیَ ٔٚوٜ ىٍٖٚ ؿبٞه ٍیوشٝ ٙي. ثٝ ٔٙظٍٛ اػابُٜ  ٚ ٕ٘ٛ٘ٝ

ٕابػز ىٍ یوـابَ ٌٌاٙاشٝ     2ٞب ثٝ ٔير ٔبىٜ اُ ىٍٖٚ ؿبٞه ثٝ ٔلی٤ وٚز ٔیىَٚثی دّیز

 ٙي٘ي.

ٌَٔب ٌٌاٍی ٙي. ٚ ل٦اَ   ºC37ٕبػز ىٍ ىٔبی  24سب  16ٞب ثٝ ٔير  ىٍ ٟ٘بیز دّیز -6

 ٞب ا٘ياُٜ ٌیَی ٙي. ٞبی ٙفبف ا٥َاف ؿبٞه ٞبِٝ

 



 
 

 

 

 

 

 

  فصل سًم

 وتبیح
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  یی صنضىبسب 3-1

 مًرد مطبلعٍی گًوٍ َبیي گل اس بزگ تبم RNAاستخزاج  3-1-1

RNA ٍٚی  ،إاشفبىٜ اُ ویاز  دٔ اُ إشوَاع ثب ٌٛ٘ٝ ٍٔٛى ٦ٔبِؼٝ  ٞبی سبُٜسبْ اُ ثبفز

 ٕٙؼیيٜ ٙي. إذىشَٚفٛسٛٔشََّ آٌبٍُ ثبٌٌٍاٍی ٚ هّٛٛ آٖ ثب ىٕشٍبٜ 

 

 RNAثب٘يٞبی ٘ٚبٖ ىاىٜ ٙيٜ َٔث٣ٛ ثٝ ٕ٘ٛ٘ٝ . 1ثَ ٍٚی َّ آٌبٍُ %سبْ ٌُ  RNA ٌٌاٍیثبٍ .1-3ٙىُ 

 ثبٙي. ٔی (bp 1000ِٔٛىِٛی )ٙبهٜ ُٖٚ ثبٙي ٔی

 إشوَاع ٙيٜ RNAویفیز  1-3ػيَٚ 

 RNA (ng/l) 280/260 230/260غلظت  ببفتوبم 

ٌُ 617 01/2 46/2 

 92/1 95/1 250 ثَي
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 َبی مًرد وظزضىبسبیی صن 3-1-2

ىٍ  ٞب ٚ دَٚفبیُ ثیب٘ی ٌیبٜ ٝاٍٛر ٔای ٌیاَى.    mRNAٞب ىٍ ٚالغ اُ ٍٚی ٙٙبٕبیی ّٖ

٘   ٞبی دی٘ ٕبُ ٕیىّٛسیيی اُ ٌیبٜ ثٙفٚٝ ٕٝ ًٍ٘ػٖشؼٛی ّٖ ، غَثابٍَِی  ىٍ ایاٗ داْٚٞ

cDNA   ٜثب إشفبىٜ اُ دَایَٕ ٥َاكی ٙيٜ ثَای لٖٕشی اُ سٛاِی كفبظاز ٙاي AAFALPA  ُا

ىٍ دی٘ ٕبُٞبی ٕیىّٛسیيی یبفز ٙيٜ اُ ایاٗ هاب٘ٛاىٜ   سٛاِی دذشیي ٘ٚب٘ٝ ٙجىٝ آ٘يٚدلإٕی 

ثٛىٜ ٚ ِٕٞٔبٖ ٔی سٛا٘ي ّٖ ٞبی  ٍَّٜ٘ٝٛر ٌَفز. دَایَٕ ٥َاكی ٙيٜ ثٝ ٍٝٛر ى ،ٌیبٞی

 ٔوشّفی ٍا وٝ لبثّیز اسٞبَ ثٝ آٟ٘ب ٍا ىاٍى، سىظیَ ٕ٘بیي.

 dT20ٚ دَایَٕٞبی اِیٍاٛ  ی ٌُ ٕٕ٘ٛ٘ٝٙشِ ٙيٜ  cDNAإشفبىٜ اُ ثب  PCRا٘ؼبْ ٚاوٙ٘ 

ی دَایَٕٞب دای٘ ٍفاز ٚ ثب٘ايی ىٍ ٘بكیاٝ     ٦ٔبثك ثب ثَ٘بٔٝ pfuٌٔوٍٛ ٚ آِ٘یٓ ىَّٜ٘ ٚ دَایَٕ 

ٔٚبٞيٜ ٚ ثب إاشفبىٜ اُ ویاز اُ ٍٚی َّ إاشوَاع ٌَىیاي ٚ ػٟاز ا٘ؼابْ        یفز ثبُػ 700

ا٘ؼابْ   PCRلاُْ ثٝ ًوَ إز وٝ ثب٘ي فٛق ىٍ ٚاوٙ٘  ٍٔٛى إشفبىٜ لَاٍ ٌَفز. ٕبُیٕٖٞب٘ٝ

 اٍِٛ ٔٚبٞيٜ ٘ٚي. DNAسٟیٝ ٙيٜ اُ ٕ٘ٛ٘ٝ ثَي ٌیبٜ ٍٔٛى ٦ٔبِؼٝ ثٝ ػٙٛاٖ  cDNAیبفشٝ ثب 

 

 

 

 

 

 
اُ ٕ٘ٛ٘ٝ ٌُ، ٙبهٜ ُٖٚ  Pfuٞبی ٕیىّٛسیيی سىظیَ یبفشٝ ثب آِ٘یٓ ّٖثبٌٌٍاٍی  .2-3 ٙىُ

  bp100ِٔٛىِٛی 
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ٕاٙشِ   cDNAٚ ٞاَ ىٚ    Taq-DNA polymeraseثب إشفبىٜ اُ آِ٘یٓ PCRا٘ؼبْ ٚاوٙ٘ 

ًٍ٘ ثب٘ايی  ٞبی ٌُ ٚ ثَي ثٙفٚٝ ٕٝاُ ٕ٘ٛ٘ٝ Reverse transcriptaseٙيٜ كبُٝ اُ ٚاوٙ٘ 

ػفز ثبُ ٍا ىٍ َٙای٤ ُٔب٘ی ٚ ىٔبیی ٔشٙبٕت ثب دَایَٕٞبی إشفبىٜ ٙيٜ ٘شیؼاٝ   300ىٍ كيٚى 

 ٘ٚبٖ ىاىٜ ٙيٜ إز.  3-3ىاى. سٞٛیَ ثب٘يٞبی َٔث٥ٛٝ ىٍ ٙىُ 

 

 

 

 

 

  تکثیز یبفتٍ َبیَمسبوٍ سبسی صن 3-1-3

ٔاٍٛى   ىّ٘اَٜ ٞبی ٍٔٛى ٦ٔبِؼٝ، اُ آ٘ؼابیی واٝ دَایٕاَ    ػٟز سؼییٗ سٛاِی ٚ ٙٙبٕبیی ّٖ

% 5/1ٍٚی َّ آٌابٍُٚ  اُ دٔ اُ ثبٌٌٍاٍی ثب كؼٓ ُیبى ّ٘ی ل٦ؼبر  ،إشفبىٜ لَاٍ ٌَفشٝ إز

. هّٛٛ ٚ غّظز ل٦ؼبر ّ٘ای  ثب إشفبىٜ اُ ویز اُ ٍٚی َّ إشوَاع ٚ هبِٜ ٕبُی ٌَىیي

ٝ   سبػٟز ا٘ؼبْ ٕٖٞب٘ٝ ٕبُی سؼییٗ ٙي ز آٔيٜ ثٝ ىٕ -ثب إشفبىٜ اُ ٘بلُ دلإإیيی ٕٖٞاب٘

ثيیٗ سَسیت  ٕبُی ٍٝٛر ٌَفشٝ ٚ ل٦ؼبر ّ٘ی ثٝ ٍٝٛر هبِٜ سىظیَ ٚ سؼییٗ سٛاِی ٌَى٘ي.

دلإإیيٞبی ٘ٛسَویات    ٚ ػٟز ٕٖٞب٘ٝ ٕبُی ّٖ ٞبی فٛق إشفبىٜ ٙي pUC19اُ دلإٕیي 

ثاٝ   Taqل٦ؼبر ّ٘ی كبٝاُ اُ آ٘اِیٓ    یي.سؼییٗ سٛاِی إٍبَ ٌَىٞبی ٔٛث٥ٛٝ ثَای كبٚی ّٖ

، ٚ ثَي اُ ٕ٘ٛ٘ٝ ٌُ Taqسىظیَ یبفشٝ ثب آِ٘یٓ  DNA. ثبٌٌٍاٍی ل٦ؼبر 3-3ٙىُ 

 bp100ٙبهٜ ُٖٚ ِٔٛىِٛی 
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سىظیَ ٙي أب ثب٘يٞبی ٔٙبٕجی ٘شیؼٝ ٘ٚي، ٌِا ٔلٞاَٛ   Pfuٔٙظٍٛ ایؼبى دبیب٘ٝ ٝبف ٔؼيىاً ثب 

PCR  ٚاوٙ٘ آِ٘یٕیCaT .٘یِ ٖٔشمیٕبً ػٟز ا٘ؼبْ ٕٖٞب٘ٝ ٕبُی ٍٔٛى إشفبىٜ لَاٍ ٌَفز 

  Escherichia coli DH5ٕٛیٝ ٘شبیغ ایؼبى َّٕٛ ٖٔشؼي اُ  3-1-3-1

ٞبی ٖٔشؼي ثب إشفبىٜ اُ ٍٚٗ وَّیي وّٖیٓ َٕى ثب ٔٛفمیز ثٝ ا٘ؼبْ ٍٕایي ٚ  سٟیٝ َّٕٛ

هابٍػی ٙاي٘ي ٚ ٕاذٔ     DNAكبُٝ ثٝ هٛثی ٖٔشؼي ىٍیبفز  E. coliٞبی ىٍ ٘شیؼٝ َّٕٛ

ٖ ا٘شمابَ یاب سَاٖ٘فٍٛٔ  ٚ ٕذٔ ا٘ؼبْ ثَای ًهیَٜ ٕبُی  -C70ىٍٖٚ ادٙيٍٚف ثٝ فَیٍِ   بٕایٛ

 ٔٙشمُ ٙي٘ي.

 ٚ ا٘ؼبْ ٚاوٙ٘ اِلبق pUC19آٔبىٜ ٕبُی كبُٔ دلإٕیيی  3-1-3-2

ثٝ ػٙٛاٖ كبُٔ ا٘شمبَ ّٖ إاشفبىٜ ٌَىیاي    pUC19دلإٕیي ا٘ؼبْ ٕٖٞب٘ٝ ٕبُی اُ ثَای 

ػٟز ا٘ؼبْ ٚاوٙ٘ اِلبق ٚ ٘ٛسَویجی ثاب   Sma Iوٝ دلإٕیي كّمٛی ثب إشفبىٜ اُ آِ٘یٓ ثَٙی 

ثٝ ٍٝٛر دبیب٘ٝ ٝبف ىٍ ػبیٍبٜ ثَٙی آ٘اِیٓ ٔاٌوٍٛ ثَیايٜ ٙاي.      ،ل٦ؼبر ّ٘ی ٍٔٛى ٦ٔبِؼٝ

سؼياى دبیب٘ٝ ٞبی كبُٔ ٚ ل٦ؼٝ ٚاٍى ٙٛ٘يٜ ثٝ ٍٝٛر ٖ٘اجز  ٚاوٙ٘ اِلبق ثب ا٘ؼبْ ٔلبٕجبر 

 :كبُٔ( ا٘ؼبْ ٌَفز.DNA )ل٦ؼٝ  1:3ٚ  1:2، 1:1ٞبی 

 بیغ كبُٝ اُ ا٘شمبَ كبُٔ ىٍٖٚ َّٕٛ ٖٔشؼي٘ش 3-1-3-3

هبِٜ ثٝ كبُٔ ٘ٛثز ثٝ ٚاٍى وَىٖ كبُٔ ثاٝ ىٍٖٚ ٕاَّٛ    DNA ثؼي اُ اسٞبَ ل٦ؼبر

ٍٕي. كبُٔ ثب إشفبىٜ اُ سىٙیه ٙٛن كَاٍسی ثٝ ىٍٖٚ َّٕٛ ٖٔاشؼي ٚاٍى ٌَىیاي.   ٖٔشؼي ٔی

یّیٗ ٚ ثیابٖ ٙايٖ   ٔبیغ فبلي آٔذی ٕا  LBٞب ثٝ ٔير یه ٕبػز ىٍ ٔلی٤ ثؼي اُ ٍٙي ثبوشَی

 X-Galكابٚی آٔذای ٕایّیٗ ٚ     LB-agarٞب ثٝ ٔلی٤ ٞبی ٔمبٚٔز ثٝ آ٘شی ثیٛسیه، ثبوشَیّٖ
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ٞب ٍٚی ٔلی٤ ا٘شمبَ ىاىٜ ٙي٘ي ٚ ثٝ ٔير یه ٙت ٌَٔبٌٌاٍی ا٘ؼبْ ٙي. دٔ اُ سٚىیُ وّٙی

 ٙي٘ي.ٞبی ٚاػي كبُٔ ٘ٛسَویت سٚویٜ ىاىٜ ٞبی ٕفیي ثٝ ػٙٛاٖ وّٙی٘یٛوٚز ا٘شوبثی، وّ

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 كبٚی وّٛ٘ی ٞبی ٕفیي ٙبُٔ دلإٕیي ٘ٛسَویت ٚ وّٛ٘ی ٞبی آثی غیَ ٘ٛسَویت . دّیز4-3ٙىُ

ٞبی ٕفیي ا٘شوبة ٙيٜ ٍٚی دّیز كبٚی آ٘شی . وٚز سبییيی ٔؼيى اُ وّٛ٘ی5-3 ٙىُ

 X-galثیٛسیه ٚ 
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  ٞبی ٘ٛسَویتإشوَاع دلإٕیيسبییي ا٘ؼبْ ٘ٛسَویجی ٚ  3-1-3-3

ا٘ؼبْ  PCRٞبی ٕفیي وٚز ٔبیغ سٟیٝ ٌَىیي ٚ ثَای آٟ٘ب سٖز سبییي وّٛ٘ی اُ سه وّٛ٘ی

ٔظجز ثٛى ثب إشفبىٜ اُ ویز إاشوَاع   ٞب آٖ PCRٞبیی وٝ ٘شیؼٝ دلإٕیيی وّٛ٘یDNA ٙي. 

  .إٍبَ ٌَىیي 1st BASE Sequencing INTٚ ثَای سؼییٗ سٛاِی ثٝ َٙوز  ٌَىیيٜ

 

 

 

 

 پلاسمیذَبی ارسبلی تحلیل وتبیح حبصل اس تعییه تًالی 3-1-4

ٍٔٛى سبییاي لاَاٍ ٌَفشٙاي،     PCRٞبی ٕفیي كبُٔ دلإٕیي ٘ٛسَویت وٝ ثب ا٘ؼبْ اُ وّٛ٘ی

ػفز ثبُی اُ ٕ٘ٛ٘ٝ ٌُ سبییي ٚ ٍٔٛى ثٍَٕی لَاٍ ٌَفز. ؿٙيیٗ  700٘شیؼٝ سؼییٗ سٛاِی ل٦ؼٝ 

ٝ  إز ٍَ ٘یِ ػٟز ا٘ؼبْ سؼییٗ سٛاِی ثٝ َٙوز ٌٔوٍٛ إٍبَ ٌَىیيٜدلإٕیي ٘ٛسَویت ىی  وا

 لبثُ اٍائٝ ٕ٘ی ثبٙٙي. ٘شبیغ  فؼلاً

دلإٕیي إٍبِی، سٛاِی ٚاٍى ٙيٜ ثٝ  ىٚ ٕٛیٝ ٕٞشَاُی ىٚ سٛاِی دٔ ٚ دی٘ ىٍ هٛا٘٘

 ػفز ثبُ إز 700ٍا وٝ كيٚى SmaI ( CCC↓GGGػبیٍبٜ ثَٗ ثب آِ٘یٓ ٔليٚى وٙٙيٜ )

دلإٕیي  MCSسبییي وٙٙيٜ ٍٚٚى ّٖ ثٝ ٘بكیٝ  PCRثب٘ي ٔٚوٜ ٙيٜ ثب فّ٘ ٕفیي ًٍ٘ َٔث٣ٛ ثٝ  .6-3ٙىُ

pUC19  ٔی ثبٙي. ثب٘ي ٘ٚبٖ ىاىٜ ٙيٜ ثب فّ٘ هبوٖشَی َٔث٣ٛ ثٝ وٙشََ ٔی ثبٙي وٝ دلإٕیي غیَ ٘ٛسَویت

 وبًة ٔی ثبٙٙي.   إز. ثب٘ي ٞبی ىیٍَ َٔث٣ٛ ثٝ ػيْ سبییي ثَهی ىیٍَ اُ وّٛ٘ی ٞبی ٕفیي إز وٝ ٕفیي
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ىٞي وٝ ىٍ ُیَ ایٗ سٛاِی ثب ًٍ٘ ىیٍَ ٘ٚبٖ ىاىٜ ٙيٜ إز. لٖٕز ٞبی ٔشٕبیِ ٙيٜ  ٘ٚبٖ ٔی

ٔی ثبٙي ٚ ًٍ٘ ٕجِ ٘یِ َٔث٣ٛ ثٝ ػبیٍبٜ  pUC19ٚوشٍٛ  MCSثب ًٍ٘ ٍُى َٔث٣ٛ ثٝ ػبیٍبٜ 

ی دَایَٕ ىَّٜ٘ ٙٛ٘يٜلٖٕشی وٝ ُیَ آٖ ه٤ وٚیيٜ ٙيٜ إز سٛاِی اسٞبَ  ثَٗ إز.

ٞبی ّ٘ی ٕیىّٛسیيی ٔی ثبٙي، وٝ سٛاِی ایٗ دَایَٕ ىٍ ٕبُدی٥َ٘اكی ٙيٜ ثَای ٙٙبٕبیی 

 ُیَ آٔيٜ إز. 

>1st_BASE_1577689_khosh_pUC19_plasmid_M13F_pUC___40_ 

NNANNNCNTGATCGAGCTCGGTACCCGGCAGCATTTGCTCTTCCAGCCAAATCACAAGGC

TACAATGCTGGAAAATCCAAGAAATATGTGCAGTATAAGAACAAACAACCAGCAAACGAAAA

TGGAAGAGGTAACACTCAAGCTTTTCCACCTTGTCCTTACTGTAAGAAAACCAATCACTCAC

AAAAAAGGTGTTGGTGGAGGCCAGATATAAAATGCAACAAATGTAAACAGTTAGGACATATG

GAAAAAATATGCAAATCTTTTCAGGGAGAAGCTAATGCTGTTCAAGATCCACAAGATGGTGA

GCAAATGTTTGTGGCATCATGCTTCACCATTGGCAGCTCAACCGAAAGTTGGCTGATAGACA

GTGGTTGCACAAACCACATGACCTATGATCGTGAACTTTTCAAAGAGCTTCACCAAACTACT

GTCTCCAGAGTCAGAATTGGAAATGGAGTATATATCAATGTGGAAGGCAAAGGAACCATTGC

AATTGAAGGTTCCACAGGTTTAAAACTCATTTCTGATGTTTTATATGTACCTGAAATTGATC

AAAATCTTTTGAGTGTTCCTCAGTTGCTGGAAAAGGGCTATAAAGTGTTGTTTGAAGATAAA

AGTTGCATAATCAAAGATGCAGAAGGTCAAGACTTGTTTAAAGTTAAAATGAAAAACAAGTG

CTTTGCCTTAGACTTACTGCAGGAAGTGCGAATGCTGCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGC

AGGCATGCAAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCT

CACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAG

TGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCG

TGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTC

TTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAG

CTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATG

TGAACAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCA

AAGGCTCCGCCCCCCTGACAAACTTCCCAAAAATCGACGCTCAAGTCAAAAGGTGCGAAACC

CGCCAGGACTATAAAAATACCAGGGGTTTCCCCCCTGGAAACTCCCCTGGGGGCCTCTCTGT

TTCCAACACTGGCCCTTTACCGGAA 

 

( َٔث٣ٛ ثٝ لٖإشی اُ ساٛاِی   AAFALPAسٛاِی وي وٙٙيٜ دَٚسئیٙی كبُٝ اُ ایٗ ثو٘ )

 (Violaceae)٘ٚب٘ٝ ٙجىٝ آ٘يٚدلإٕی ىٍ دی٘ ٕبُ ٞبی ٕیىّٛسیيی ىٍ هب٘ٛاىٜ ٌیبٞی ثٙفٚٝ 

+( دَٚسئیٙی ٍا وي ٔی وٙي واٝ اثشايای   2ٔی ثبٙي وٝ ىٍ ایٙؼب ٘یِ ٕٞیٗ سٛاِی ثب هٛا٘٘ لبِت )

ىٍ سٛاِی ٞبی ّ٘ای ٚ  ٟٙب سٛاِی دذشیيی آٖ ىٍ ثٌَیَ٘يٜ ی ٕٞیٗ سٛاِی ٌٔوٍٛ إز وٝ سبوٖٙٛ س

ٞبی ٕیىّٛسیيی ثٝ ٚیْٜ ىٍ هب٘ٛاىٜ ثٙفٚاٝ ٌاِاٍٗ ٙايٜ إاز. سَػٕاٝ ٚ      ٕبُدَٚسئیٙی دی٘
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هٛا٘٘ دَٚسئیٙی اُ ٍٚی سٛاِی ثيٕز آٔيٜ ٔب ىٍ ایٗ دبیبٖ ٘بٔٝ، ثب ىیٍَ لبِات ٞابی هاٛا٘٘    

 DCCM ثب٘اه ا٥لاػابسی   Blast٘یِ ثٍَٕی ٌَىیي وٝ سٕبْ ل٦ؼبر دذشیيی كبٝاُ اُ آٟ٘اب ىٍ   

فبلي ٘شیؼٝ ثاٛىٜ ٚ ٞایؾ ٌٛ٘اٝ ٙاجبٞشی ثاب ٕابیَ ّٖ ٞابی ٌیابٞی ٚ ثاٛیْٜ ّٖ ٞابی            ػٕيسبً

 +( اُ ٍٚی سٛاِی ّ٘ای وّاٖٛ ٙايٜ   2أب هٛا٘٘ لبِت ) یىّٛسیيی ٍٔٛى ٘ظَ ٔب ثيٕز ٘یبٔي.ٕ

٘    وٝىاِشٖٛ  55/25909ُٖٚ ِٔٛىِٛی  آٔیٙٝ،إیي 230فٛق، دّی دذشیيی ثب  -ٕٞب٘ٙاي ىیٍاَ دای

ىٍ ُیاَ آٔايٜ    ایاٗ دذشیاي  سٛاِی  وٙي.ٔی ٘شیؼٍٝا إز، سیيی فبلي ويٖٚ هبسٕٝ ٕبُٞبی ٕیىّٛ

 إز:

Our hypothetical protein: 

AAFALPAKSQGYNAGKSKKYVQYKNKQPANENGRGNTQAFPPCPYCKKTNHSQKR

CWWRPDIKCNKCKQLGHMEKICKSFQGEANAVQDPQDGEQMFVASCFTIGSSTES

WLIDSGCTNHMTYDRELFKELHQTTVSRVRIGNGVYINVEGKGTIAIEGSTGLKL

ISDVLYVPEIDQNLLSVPQLLEKGYKVLFEDKSCIIKDAEGQDLFKVKMKNKCFA

LDLLQEVRML: 25909.55 Dalton 

 

ٞابی دَٚسئیٙای اُ   )ػٖشؼٛی ساٛاِی  BLASTxٚ ٘یِ  nBlastىٍ ّ٘ی  Blastثب إشفبىٜ اُ 

ٕاز آٔايٜ ثاب ىٍٝاي     ، سٛاِی ّ٘ای ثي NCBIٍٚی سٛاِی ٘ٛوّئٛسیيی( ىٍ ثب٘ه ا٥لاػبر ّ٘ی 

ب ل٦ؼبر ٔٚبثٟی اُ ّٖ ٞب ٚ دَٚسئیٗ ٞبی وي ٙٛ٘يٜ % ىٍ ؿٙيیٗ ٍٔٛى( ث77ثبلایی اُ ٙجبٞز )

، وٝ ٌٛ٘اٝ  ٌَىیئمبیٖٝ  2e-42  ٚ9e-87ٔب ثیٗ  E-valueىٍ ؿٙيیٗ ٌٛ٘ٝ ٌیبٞی ثب  َٔث٥ٛٝی 

 ىٍ ُیَ ٌِاٍٗ ٔی ٌَىى.   Blastٞبی ٌٔوٍٛ ٚ آٔبٍی اُ ٘شبیغ 

 

 

 



 ٘شبیغ                                                                                                فُٞ ْٕٛ

81 

 

Lineage Report: 

Pentapetalae [eudicots] 

. rosids       [eudicots] 

. . . Vitis vinifera -------------275 80 hits [eudicots]  PREDICTED: uncharacterized protein  

. . . Glycine max (soybeans) ......... 270 13 hits [eudicots] PREDICTED: uncharacterized protein  

. . . Phaseolus vulgaris (string bean) ...... 236  1 hit [eudicots] gag-pol polyprotein  

. . . Cucumis melo (Oriental melon)....211  1 hit [eudicots] PREDICTED: uncharacterized protein 

. . . Medicago truncatula ..............  198  1 hit  [eudicots]  T-complex protein 1 subunit delta 

. . . Theobroma cacao (cocoa) ..........  171  6 hits [eudicots]  Uncharacterized protein  

. . . Solanum demissum ------------------ 204  2 hits [eudicots]  Gag-pol polyprotein, putative  

  

 اُ ٌٛ٘ٝٚ ٕٝ  Vitaceae، Malvaceae ،Cucurbitaceaeٞبی هب٘ٛاىٜاُ ٌیبٞب٘ی 

Fabaceae  ٝو( ٍٕٞی اُ ٍُیيٞبRosidsٚ ) ُهب٘ٛاىٜ  یه ٌٛ٘ٝ اSolanaceae  اُ إٓشَیيٞب

(Asterids )ىٍ ثٌَیَ٘يٜ ایٗ ّٖ ٚ دَٚسئیٗ  ، وٝثٛىٍٜٕٞی ػِ ٌیبٞبٖ ىِٚذٝ ای  ٚ ٔی ثبٙٙي

ی ٌیبٞی ٚ ٘یِ ئیٙی ىٍ ٘ٛػی اٚٚٔیٖز سوَیت وٙٙيٜثبٙٙي. ٕٞیٗ ٕبهشبٍ ّ٘ی ٚ دَٚسٔی

ی لٖٕز ٞبی دٔ ٚ دی٘ سٛاِی ثَهی ىیٍَ اُ لبٍؽ ٞب ٌِاٍٗ ٙيٜ إز. ثب سٛػٝ ثٝ ٔمبیٖٝ

  Gag-polىٍ اغّت ایٗ دّی دذشیيٞبی ثٍِي اكشٕبلا ٘ٛػی دَٚسئیٗ ٔٚبثٝ دَٚسئیٗ ٍٔٛى ٦ٔبِؼٝ

ٙبُٔ  ،ی ثٍِيوٙٙي. ایٗ دّی دذشیيٞبٔی ٍٍِٔا  (HIVدَٚسئیٗ )دَٚسئیٙی اُ دٛٙ٘ ٚیَٚٓ دّی

ثٝ ٚیْٜ  ٞب( ٖٞشٙي. ایٗ ىٚٔیconserved domainsٗای )ٞبی كفبظز ٙيٜىٚٔیٗ ٞب ٚ ٘ٛاكی

pfam 14227 (UBN2-2)، ٜدذشیي ی دّیَٔث٣ٛ ثٝ هب٘ٛاىgag  اُ ٘ٛعLTR copia  یب

 PTZ00368 (universal minicircle sequence، ٚ ٘یcopia typeٍِسَٚسَٖ٘ذُٖٛٚ ٞبی 

binding protein)   ٍوٝ ایٗ ٘بكیٝ ثٝ ػٙٛاٖ ٔيِی وٝ ٕٔىٗ إز ثی٘ اُ یه ىٚٔیٗ ٍا ى

ثٝ ٞیؾ اثَهب٘ٛاىٜ ای اُ ىٚٔیٗ ٞب  PTZ00368لاُْ ثٝ ًوَ إز وٝ ىٚٔیٗ  ثبٙي.ٔیثٌَیَى، 

اٍى اهشٞبٛ ىاىٜ ٘ٚيٜ إز ٚ سب كيٚىی ثب لٖٕشی اُ سٛاِی ثيٕز آٔيٜ ٔب ٘یِ ٞٓ هٛا٘ی ى

ىٍ  ٙيٌِٜاٍٗ ٞبی ىٚٔیٗٞبی ثؼيی ثیٚشَ س١ٛیق ىاىٜ هٛاٞي ٙي. ٕبیَ وٝ ىٍ لٖٕز

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1437201
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=71240
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=71275
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=71240
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=29760
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&RID=Y7HU5BNA01R&FORMAT_OBJECT=TaxBlast&NCBI_GI=off&DESCRIPTIONS=100&ALIGNMENTS=100&FORMAT_BLOCK_ON_RESPAGE=Top&MASK_COLOR=1&MASK_CHAR=2#29760
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=71240
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=359487485&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=3847
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=3847
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&RID=Y7HU5BNA01R&FORMAT_OBJECT=TaxBlast&NCBI_GI=off&DESCRIPTIONS=100&ALIGNMENTS=100&FORMAT_BLOCK_ON_RESPAGE=Top&MASK_COLOR=1&MASK_CHAR=2#3847
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=71240
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=3885
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&RID=Y7HU5BNA01R&FORMAT_OBJECT=TaxBlast&NCBI_GI=off&DESCRIPTIONS=100&ALIGNMENTS=100&FORMAT_BLOCK_ON_RESPAGE=Top&MASK_COLOR=1&MASK_CHAR=2#3885
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=71240
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=38194925&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=3656
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=3656
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&RID=Y7HU5BNA01R&FORMAT_OBJECT=TaxBlast&NCBI_GI=off&DESCRIPTIONS=100&ALIGNMENTS=100&FORMAT_BLOCK_ON_RESPAGE=Top&MASK_COLOR=1&MASK_CHAR=2#3656
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=71240
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=659093732&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=3880
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&RID=Y7HU5BNA01R&FORMAT_OBJECT=TaxBlast&NCBI_GI=off&DESCRIPTIONS=100&ALIGNMENTS=100&FORMAT_BLOCK_ON_RESPAGE=Top&MASK_COLOR=1&MASK_CHAR=2#3880
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=71240
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=357521417&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=3641
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=3641
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&RID=Y7HU5BNA01R&FORMAT_OBJECT=TaxBlast&NCBI_GI=off&DESCRIPTIONS=100&ALIGNMENTS=100&FORMAT_BLOCK_ON_RESPAGE=Top&MASK_COLOR=1&MASK_CHAR=2#3641
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=71240
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=590583543&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=50514
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&RID=Y7HU5BNA01R&FORMAT_OBJECT=TaxBlast&NCBI_GI=off&DESCRIPTIONS=100&ALIGNMENTS=100&FORMAT_BLOCK_ON_RESPAGE=Top&MASK_COLOR=1&MASK_CHAR=2#50514
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=71240
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=113205349&dopt=GenPept
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)َٔسج٤ ثب ػٙبَٝ  gag-pre integraseثَهی اُ ایٗ سٛاِی ٞبی دَٚسئیٙی َٔسج٤ ثب ٘ٛاكی 

ٔی ثبٙٙي. سب وٖٙٛ ؿٙیٗ ٕبهشبٍ ّ٘ی  rve (integrase core domain) ٚ ٍٚٚىی ٍسَٚٚیَٕٚی(

ٌِاٍٗ ٘ٚيٜ إز. ٕ٘بی ٌَافیىی َٔث٣ٛ ثٝ یىی اُ ایٗ  Violaceaeٍ هب٘ٛاىٜ ٚ یب دَٚسئیٙی ى

آٍٚىٜ ٙيٜ إز، وٝ ٘ٛاكی  8-3ٙىُ ( ىٍ Vitis viniferaدَٚسئیٗ ٞب اُ ٌٛ٘ٝ ی اٍٍ٘ٛ لَِٔ )

ی لَِٔ ًٍ٘ ٘یِ لٖٕشی اُ ثبٙٙي، ٘بكیٝٔٚوٜ ٔی َٔسج٤ ثب ىٚٔیٗ ٞبی كفبظز ٙيٜ ىٍ آٖ

ٕٖٞب٘ی % 4e-74  ٚ57ثَاثَ ثب  E-value% اُ سٛاِی دَٚسئیٙی ٔب ٍا ثب 87ایٗ دَٚسئیٗ إز وٝ 

 آٍٚىٜ ٙيٜ إز. 7-3ٙىُ َٔث٥ٛٝ ٘یِ ىٍ  ٞي وٝ ٞٓ سَاُیىىٍ ٘شیؼٝ ٕٞشَاُی دٛٙ٘ ٔی

ؿىشَیٗ ّٖ اُ ٔیبٖ ایٗ ّٖ ٞبی سؼییٗ سٛاِی ٙيٜ ٚ دَٚسئیٗ ٞبی ف١َی َٔث٥ٛٝ ٙبٖ، وٛ

جك ثب ل٦ؼٝ ٙٙبٕبیی ٙايٜ ٔاب   ٦ٙٔ وبٔلاً اُ ٘ظَ ٥َٛ سٛاِی سٟٙب ثب ا٘يوی اهشلاف ٚ دَٚسئیٙی وٝ

ٙٙبٕابیی   mRNAّٖ َٔث٥ٛاٝ اُ ٍٚی   ثٛىٜ ٚ)ٌیبٜ ٕٛیب(  Glycine maxثبٙي، اُ ٌٛ٘ٝ ی ٔی

ٔیٙاٝ  إایي آ  256ػفز ثبُ ٥َٛ ىاٍى ٚ دَٚسئیٗ َٔسج٤ ثب ایٗ ّٖ ٘یِ ىاٍای  771 إز وٝٙيٜ 

ٙيٜ اُ ایٗ ّٖ ثب ّٖ سؼییٗ سٛاِی ٙايٜ   یؼٝ ٕٖٞب٘ٝ ٕبُی ثٌٍِشَیٗ ل٦ؼٝ ی ٞٓ سَاُإز. ٘ش

 اٍائٝ ٙيٜ إز. 9-3ٔب ىٍ ٙىُ 

ثب سٛػٝ ثٝ ایٗ ٔمبیٖٝ ثٝ ٘ظَ ٔی ٍٕي، اكشٕبَ سِٛیي دَٚسئیٙی ثب ٕبهشبٍ فٛق ىٍ ٌیبٞبٖ 

ٙبیي ىٍ ٕبیَ ٌٛ٘ٝ ٞبی ٌیبٞی ( ٚ Viola tricolorٌٔوٍٛ ٚ ٘یِ ىٍ ٌٛ٘ٝ ی ٍٔٛى ٦ٔبِؼٝ ٔب )

وٝ سبوٖٙٛ ٦ٔبِؼٝ ٘ٚيٜ ا٘ي، ٚػٛى ىاٙشٝ ثبٙي وٝ ا٘ياُٜ آٖ ٔٙلَٞا ِ٘ىیه ثٝ دَٚسئیٗ كبُٝ 

ای ثیٚشَ، ثب إشفبىٜ اُ ٕٞشَاُی ثبٙي. ٦ٔبِؼبر ٔمبیٖٝی ّٖ وّٖٛ ٙيٜ ٔب ٔیاُ سَػٕٝ

ٞبی سٕبٔی ىاىٜٞبی ٘بٙٙبهشٝ ىٍ ٍٚی ایٗ دَٚسئیٗ( سمَیجب multiple alignmentؿٙيٌب٘ٝ )

ی اآٔیّٙٝ٘ی ٚ دَٚسئیٙی ثٝ ىٕز آٔيٜ ی ٔب، لٖٕز ٞب ٚ ثبلیٕب٘يٜ ٞبی إیي Blastكبُٝ اُ 
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ٍا ىٍٝي ىٍ ثَهی لٖٕز ٞب(  90)ثی٘ اُ  ثٖیبٍ كفبظز ٙيٜ ىٍ اوظَ ایٗ سٛاِی ٞبی كبُٝ

بة ٙيٜ اُ ٕٞشَاُی فٛق ٞبی ا٘شوی ٕٞشَاُی ؿٙيٌب٘ٝ ثٖیبٍی اُ سٛاِی٘شیؼٝ٘ٚبٖ ٔی ىٞي. 

 اٍائٝ ٙيٜ إز.  10-3ىٍ ٙىُ 

 

 

 

 

 

 

 

( ٚ دَٚسئیٗ ٔٚبثٝ آٖ اُ ٌٛ٘ٝ Subject. ٕٞشَاُی سٛاِی دَٚسئیٙی ثٝ ىٕز آٔيٜ اُ ایٗ دْٚٞ٘ )7-3 ٙىُ 

% ثبلیٕب٘يٜ ٞبی إیيآٔیٙٝ ای. وبىٍ لَِٔ 57( identity(  یىٖب٘ی )Query: VITISV_028334اٍٍ٘ٛ لَِٔ )

ٔی ثبٙي وٝ ثٝ سفٞیُ س١ٛیق ىاىٜ هٛاٞي ٙي. وبىٍ ٕجِ ًٍ٘  PTZ00368ب ٘بكیٝ كفبظز ٙيٜ ثو٘ َٔسج٤ ث

 ثبٙي.  ثو٘ ٦ٙٔجك ثب ٕیىّٛسیيٞب ٔی
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(، ایٗ دَٚسئیٗ ٞب ىٍ 8-3ثب سٛػٝ ثٝ ٔمبیٖٝ ی ٘شبیغ كبُٝ اُ ٕٞشَاُی ؿٙيٌب٘ٝ )ٙىُ  

 و XP_006603233)لٖٕشی اُ سٛاِی هٛى ثب لٖٕز اثشيایی داَٚسئیٗ َٔث٥ٛاٝ اُ ٌیابٜ ٕاٛیب     

XP_006582716)ٛاِی دَٚسئیٙی كبُٝ اُ ّٖ ثٝ ىٕز آٔيٜ ٔاب ، ٚ ٕٞـٙیٗ ثب لٖٕز اثشيایی س 

ٝ  وٝ َٔسج٤ ثب ٘بكیٝ ی ، ىٍ ٕٞشَاُی فٛقViola tricolor (31286 )اُ ٌیبٜ  ٙاجىٝ   ساٛاِی ٘ٚاب٘

ٞبی ٞٓ هب٘ٛاىٜ ی هٛى ٖٞز، وابٔلا ٦ٙٔجاك   ٌیبٞی ٚ ٕبیَ ٌٛ٘ٝ یآ٘يٚدلإٕی ىٍ ایٗ ٌٛ٘ٝ

ٝ ، ىٍ دَٚسئیٗ ٞبی ٔٚبثٝ ي. ػّی ٍغٓ اهشلافبر ػِئیٙثبٙٔی ایاٗ لٖإز   ی یىٖابٖ  اُ ٌٛ٘ا

يٜ اُ ٕٞیٗ داَٚسئیٗ  أب ثب سٛاِی ٌٔوٍٛ ٌِاٍٗ ٙ ،ىاٍ٘ي ایٚیْٜثٖیبٍ ٙجیٝ ٞٓ ثٛىٜ ٚ ٕبهشبٍ 

دای٘   ٞب اهشلافبسی ثٝ ؿٚٓ ٔی هٍٛى. ثٝ ٘ظَ ٔی ٍٕي ایٗ ٘بكیٝ ٕٞب٘ٙاي اغّات  ىٍ ٕبیَ ٌٛ٘ٝ

سٛاِی ٘ٚب٘ٝ ٙاجىٝ آ٘يٚدلإإی ىٍ   َٔسج٤ ثب  ،یٞبی ٕیىّٛسیيٕبُٞبی دذشیيی ٘ظیَ دی٘ ٕبُ

ؿیائب٘ی اُ   ٌاَىى ٕٞب٦ٍ٘ٛ وٝ ىٍ ٕٞشَاُی ٌٔوٍٛ ٘یاِ ٔٚابٞيٜ ٔای   ثبٙي. ٔیٞبی فٛق ٌٛ٘ٝ

 Glycine max، 70%ی . ٕٞشَاُی ّٖ سؼییٗ سٛاِی ٙيٜ ىٍ ایٗ دْٚٞ٘ ثب ّٖ ٕٖٞبٖ ٔٛػٛى ىٍ 9ٌٝ٘ٛ-3 ٙىُ

 ٕٖٞب٘ی.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/571551075?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=53&RID=WNNVX2TD114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/571463608?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=64&RID=WNNVX2TD114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/571463608?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=64&RID=WNNVX2TD114
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ایٗ دَٚسئیٗ ٞبی ف١َی ٚ ٘بٙاٙبهشٝ ٚ ٕٞـٙایٗ ىٍ    سٕبْىٍ سمَیجبً ٞبی كفبظز ٙيٜ ٕیٖشئیٗ

 ٌَىى.اٍائٝ ٔی ُیَىٍ وٝ  ٙٛىىیيٜ ٔیٔب ىٍ ایٗ ٦ٔبِؼٝ ٍٔٛى ثٍَٕی دَٚسئیٗ 

  

 

. سٛاِی دَٚسئیٙی كبُٝ اُ ّٖ ثٝ ىٕز آٔيٜ ىٍ ایٗ دْٚٞ٘. لٖٕز اثشيایی ثَاثَ ثب ٘بكیٝ ٕیٍٙبَ 10-3 ٙىُ

ٕبُٞبی ٕیىّٛسیيی ىٍ دی٘ NTRٙجىٝ آ٘يٚدلإٕی ثٛىٜ، ٘ٛاكی ٔٚوٜ ٙيٜ ثب ًٍ٘ آثی ثَاثَ ثب ٘بكیٝ 

ٞبی ٕٖٞبٖ َٔث٣ٛ ثٝ ىٚ ثٖیبٍ كفبظز ٙيٜ ىٍ سٕبْ دَٚسئیٗٔی سٛا٘ي ثبٙي ٚ ٘بكیٝ لَِٔ ًٍ٘ ثب ٕبهشبٍ 

ٕبُ ثبٙي. لٖٕشی وٝ ُیَٗ ه٤ وٚیيٜ ٙيٜ إز ثب ٥ِٛی ثَاثَ ٍٚی ثوٚی اُ دی٘ٔٛسیف اٍ٘ٚز ٍٚی ٔی

 ٕیىّٛسیيی سَیٖیىّٖٛ ىٍ ثٙفٚٝ ٕٝ ًٍ٘ ٞٓ سَاُ ٔی ٙٛى.

ی يآٔیٙٝإای ىٍ ٘بكیٝ ای اُ سٛاِی فٛق وٝ ثب ٍ٘اً لَٔاِ ٔٚاوٜ ٙايٜ إاز، ٙا٘       

ٍٛر كفبظز ٙيٜ ىٍ دَٚسئیٗ ٞبی ٕٖٞبٖ ٔاٌوٍٛ  ثٝ ٝیٖشئیٗ ِ٘ىیه ثٝ ٞٓ ىٍ ایٗ ٘بكیٝ، ٕ

 ٙٛى وٝ ثب ىلیك سَ ٙيٖ ىٍ ایٗ ٕبهشبٍ سٛاِی ٔٚبثٝ ُیَ ثٝ ىٕز ٔی آیي.ٔٚبٞيٜ ٔی

xxxCxxCxxxxHxxxxCxxxxxxxCxxCxxxxHxxxxCxx 

 

ٞاب كفبظاز ٙايٜ ٔای ثبٙاٙي، اِجشاٝ       ثبلیٕب٘يٜ ٞبی ٞیٖشیيیٗ ٘یِ ىٍ سٕبٔی ایٗ دَٚسئیٗ 

٘یِ ىٍ سٛاِی ٍٔٛى اٙبٍٜ ىٍ سٕبْ یب اوظَ ایاٗ داَٚسئیٗ ٞاب     ىیٍَی ثبلیٕب٘يٜ ٞبی كفبظز ٙيٜ

٘یاِ ثاٝ ٝاٍٛر     HIV-1دّی دَٚسئیٗ ٚیَٚٓ  gag-polىیيٜ ٔی ٙٛى. ٕٞیٗ ٕبهشبٍ ىٍ سٛاِی 

 یَ ٌِاٍٗ ٔی ٌَىى.ُٙىُ ُیَ ٚػٛى ىاٍى ٚ ٕٞشَاُی ایٗ دَٚسئیٗ ثب دَٚسئیٗ ٌٔوٍٛ ٔب ىٍ 
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َٔث٣ٛ ثٝ ىٚ ٘بكیٝ ی اٍ٘ٚز ٍٚی ٔی ثبٙاي واٝ ٦ٔبِؼاٝ     HIV-1ایٗ ثو٘ ىٍ ٚیَٚٓ 

ٍٚی لٖٕز ٌٔوٍٛ اسٞبَ ثو٘ فٛق ثٝ یٖٛ ٞبی ٍٚی ٚ سٚاىیُ ٔٛسیاف اٍ٘ٚاز ٍٚی ىٍ    

دَٚسئیٗ ٌٔوٍٛ اُ دٛٙ٘ ایٗ ٚیَٚٓ ٍا سبییي ٔای ٕ٘بیاي )لٖإشی اُ داَٚسئیٗ فاٛق ىٍ ایاٗ       

 pdbبٍ ٌَىیيٜ ٚ ىاٍای ويٚیَٚٓ، وٝ ىٍ ثٌَیَ٘يٜ ی ایٗ ىٚ ٔٛسیف ٌٔوٍٛ إز سؼییٗ ٕبهش

 1AAF:A ٜوٝ ایٗ ٕبهشبٍ ىٍ اسٞبَ ثٝ إیي ٘ٛوّئٛئیاه   إز ٔی ثبٙي(. ٦ٔبِؼبر ٘ٚبٖ ىاى

  CCHCسه ٍٙشٝ ای ّْ٘ٛ ٚیَٚٓ إٞیز ٚیْٜ ای ىاٍى. )ساٛاِی كفبظاز ٙايٜ ثاب ٔٛسیاف      

CX2CX4HX4C َٔث٣ٛ ثٝ اٍ٘ٚز ٍٚی یب ،zinc finger ٔی ثبٙي وٝ ٥جك سؼَیف ایٗ ٔٛسیف 

X   ٍٔی سٛا٘ي َٞ إیي آٔیٙٝ ای ثبٙي(، ىٍ ثَهی دَٚسئیٗ ٞبی ٕٖٞبٖ ثب دَٚسئیٗ ٔفَٟٚ ٔاب ى

 PTZ00368 (universal miniircleایٗ سٛاِی َٔسج٤ ثب ٘بكیٝ ی كفبظز ٙيٜ  ،ایٗ ٦ٔبِؼٝ ٘یِ

sequence binding protein) ثب ٔٛسیف اٍ٘ٚز  شٝ ٔی ٙٛى وٝ ثب سٛاِی ٞبی ٔٚبثٝىٍ ٘ظَ ٌَف

ساٛاِی ٞاب   ایٗ اغّت  ا٦٘جبق ىاٍى. ایٗ ٔٛسیف ٍا ىٍ ثَ ٔی ٌیَىؿٙيیٗ سٛاِی ٔىٍَ اُ ٝ ٍٚی و

َٔسج٤ ثب دَٚسئیٗ ٞبیی اُ اٍُ٘ ٞبی سَیذابُ٘ٛٚٔی   ،(CDDىٍ دبیٍبٜ سٛاِی ٞبی كفبظز ٙيٜ )

ٖٞشٙي وٝ ثٝ سٛاِی ٞبی إیي ٘ٛوّئٛئیه سه ٍٙشٝ ای كّمٛی ىٍ ٘بكیٝ ی َٙٚع ٕٞب٘ٙيٕبُی 

 ایٗ اٍُ٘ ٞب ٔشُٞ ٔی ٙٛ٘ي. شٛدلإز ٞبی ٔٛػٛى ىٍ وبیٙ DNAىٍ 

 

( ثب Subject. ٕٞشَاُی ٕبهشبٍ َٔث٣ٛ ثٝ ىٚ ٔٛسیف اٍ٘ٚز ٍٚی اُ سٛاِی ٔب )11-3 ٙىُ

   HIV-1دّی دَٚسئیٗ ٚیَٚٓ  gag-polٕٞیٗ ىٚ ٔٛسیف سؼییٗ ٕبهشبٍ ٙيٜ اُ 
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 ثب ٕیىّٛسیيٞب ثٝ ىٕز آٔيٜ ٔمبیٖٝ سٛاِی٘شبیغ  3-1-4-1

ی ٔٙلَٞ ٙيٜ ثٝ هب٘ٛاىٜ Blastای دَٚسئیٗ ف١َی سؼییٗ سٛاِی ٙيٜ، ىٍ ٦ٔبِؼبر ٔمبیٖٝ

violaceae،  ٕٚبُ ٕیدَٚسئیٗ دی٘دَٚسئیٗ ٔب ٍا ثب ى   ٝ ی ىّٛسیيی سَیٖایىّٖٛ ٔٛػاٛى ىٍ ٌٛ٘ا

Viola tricolor  ّٖٛدی٘ ٕبُ سَیٖیى ٚA  ُاViola arvensis     ٝؿٙيیٗ ٕایىّٛسیي ىیٍاَ ثا ٚ

  Cycloviolacin- O14, -O24  ٚ ٕایىّٛسیيٞبی    Varv peptide (B, G, H & M)ٚیاْٜ  

ٚ ٔیِاٖ سَاىف آٔیٙٛإایيی دابییٗ ٔای ثبٙاي، أاب       E-value. َٞ ؿٙي ٙبهٜ وٙئیٔمبیٖٝ 

ٞب ٚ ٕیىّٛسیيٞب ىٍ سٕبٔی ایٗ دَٚسئیٗٚػٛى ایٗ سٛاِی ثٝ ٖ٘جز سغییَ یبفشٝ اُ ثو٘ ٦ٙٔجك ثب 

ٔٙلٞاَ ثاٝ سٕابْ یاب اغّات ٕایىّٛسیيٞب ٚ ٙاجٝ         آٔیٙٝ ٙيٌی ثَهی إیيٞبیٕٞـٙیٗ كف  

كف  ٙيٌی ایٗ ثبلیٕب٘يٜ ٞبی آٔیٙٛإایيی ىٍ ٘بكیاٝ   ٘یِ ٕیىّٛسیيٞبی ه٦ی ٙٙبهشٝ ٙيٜ ٚ 

 ٟٔٚٛى ثٛىٜ ٚ ٘یبُ ثٝ ثلض ٚ سفٞیُ ىلیك سَی ىاٍى. ،ٌٔوٍٛ اُ ایٗ دَٚسئیٗ ٞبی ٘بٙٙبهشٝ

 

( اُ Subjectٕبُ ٕیىّٛسیيی سَیٖیىّٖٛ )ثب دی٘ (Query. ٞٓ سَاُی دَٚسئیٗ ٔفَٟٚ ٔب )13-3 ٙىُ        

Viola arvensisثبٙي.. لٖٕز ٔٚوٜ ٙيٜ ثب وبىٍ َٔث٣ٛ ثٝ سٛاِی ٕیىّٛسیيی سَیٖیىّٖٛ ٔی 

 

 

 

 

 O24( ثب ٕیىّٛسیي ٕیىّٛٚیٛلإیٗ Queryسَاُی دَٚسئیٗ ٔفَٟٚ ٔب ). 14ٓٞ-3 ٙىُ
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اٍائاٝ ٙايٜ إاز ٚ ٘یاِ      14-3وٝ ىٍ ٙىُ  O24اُ ٕٞشَاُی َٔث٣ٛ ثٝ ٕیىّٛٚیٛلإیٗ 

ٙيٜ ىٍ ایٗ ٘بكیاٝ اُ   كفبظز ٕیٖشئیٗ آٔیٙٛإیيیٕبیَ ٞٓ سَاُی ٞب، ٚػٛى ىٚ ثبلیٕب٘يٜ ی 

َٔسج٤ ثب ثب٘ي ىی ِٕٛفیيی ٔیاب٘ی ىٍ  ٔؼٕٛلاً ٘بٙٙبهشٝ،  ٞبی ٕٖٞبٖدَٚسئیٗ ٔب ٚ ٕبیَ دَٚسئیٗ

ٞب سمَیجب ىٍ اوظَ ٔاٛاٍى ثاب ٕاَیٗ یاب      اغّت ٕیىّٛسیيٞب، سبییي ٔی ٌَىى. ىٚ ٍٔٛى اُ ٕیٖشئیٗ

سَئٛ٘یٗ ػبیٍِیٗ ٙيٜ ا٘ي ٚ یه ٕیٖشئیٗ ىٍ دَٚسئیٗ ٔاب ثاب ٔشیاٛ٘یٗ ػابیٍِیٗ ٙايٜ إاز،       

ػبِت سٛػٝ إز وٝ سٟٙب ىٍ یه ٍٔٛى اُ ایٗ دَٚسئیٗ ٞب ایٗ ٕیٖشئیٗ كف  ٙيٜ ٚ ىٍ اغّات  

   ٗ ٞابی فاٛق اِاٌوَ اُ     دَٚسئیٗ ٞبی َٔث٥ٛٝ ثب ِٕٛیٗ ػبیٍِیٗ ٙيٜ إاز. ىٍ اغّات داَٚسئی

)ٞآ ىٍ ٕایىّٛسیيٞب ٚ ٞآ ىٍ ایاٗ      GEی اٍٍ٘ٛ لَِٔ لجُ اُ ىی دذشیي كفبظز ٙيٜ ی ٌٛ٘ٝ

 ٙٛى.ئیٗ كفبظز ٙيٜ ی ْٕٛ ٘یِ ىیيٜ ٔیدَٚسئیٗ ٞب(، ٕیٖش

 

 varvىٚ ٕیىّٛسیي   ثب( 62654)ٔب٘ٙي اُ دَٚسئیٗ ٍٔٛى ثٍَٕی ٔب  . ٞٓ سَاُی ٘بكیٝ ٕیىّٛسیي15-3 ٙىُ

peptide H ٌٝ٘ٛ ُیا Viola arvensis  ٕیىّٛسیي ٚvhl-2 ٌٝ٘ٛ ُی اViola hederaceaٜٞبی . ثبلیٕب٘ي

 . ا٘يسَاُی ثب ًٍ٘ ٕجِ ٔشٕبیِ ٙيٜٞٓ ی كفبظز ٙيٜ ىٍ ایٗإیيآٔیٙٝ

 ٦ٔ31بِؼٝ ٔيِٖبُی ثَ دبیٝ ٙجبٞز سٛاِی 3-1-4-2

ٕیىّٛسیيی، ٔيِٖبُی ایٗ ٘بكیٝ ی ٦ٙٔجك ثب سٛاِی ثٝ ٔٙظٍٛ ثٍَٕی ٚ ٔمبیٖٝ ثیٚشَ ٘بكیٝ

ٚ اٍِٛٞبی ٕیىّٛسیيی  Expasyىٍ ٕبیز  swiss model دَٚسئیٗ ثب إشفبىٜ اُ ٍَٕٚ ٔيِٖبُی

سَاُی ثٝ ػٙٛاٖ اٍِٛی ٔيِٖبُی ثب إشفبىٜ اُ ٞٓ ا٘ؼبْ ٌَىیي. pdbسَاُ ٙٛ٘يٜ ٚ ىاٍای وي ٞٓ

                                                 
31

  Homology modeling 
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سٞبٚیَ َٔسج٤ ثاب   ثبٙي.یٔ pdb ID: 2GJ0ا٘شوبة ٌَىیي وٝ ىاٍای وي  O14ٕیىّٛٚیٛلإیٗ 

اُ اٍائٝ ٙايٜ إاز.    16 -3ایٗ ٕبهشبٍ ٔيِٖبُی ٙيٜ ٚ اٍِٛی ٕیىّٛسیيی َٔث٥ٛٝ ىٍ ٙىُ 

ثبٙاي. دابییٗ ثاٛىٖ    ٔی Å 63/0ثَاثَ ثب  RMSDٔمبیٖٝ ٕبهشبٍ ٔيِٖبُی ٙيٜ ثب ٕبهشبٍ اٍِٛ 

RMSD  وٙاي. ىٍ ٕابهشبٍ ٔيِٖابُی    ٙجبٞز ٕبهشبٍی ثبلا ىٍ ایٗ ىٚ دذشیي ٍا سبییي ٔای ٚػٛى

 ٌَىى. اٍِٛ ٔٚبٞيٜ ٔی ِٕٛفیي ٔیب٘ی ىٍ ٕیىّٛسیيِٕٛفیيی ٦ٙٔجك ثب ثب٘ي ىیٙيٜ ثب٘ي ىی

. سٞٛیَ ٕٕز ٍإز دذشیي O14. ٔيِٖبُی ثب إشفبىٜ اُ اٍِٛی ٕیىّٛسیيی ٕیىّٛٚیٛلإیٗ 16-3ٙىُ 

 ثبٙي.اهشٝ ٙيٜ اٍِٛ ٚ ٔيَ ٔیىٞي ٚ سٞٛیَ ٕٕیز ؿخ سٞٛیَ ٍٚی ٞٓ ا٘ئيِٖبُی ٙيٜ ٍا ٘ٚبٖ ٔی

 pdb ID: 2KUKىاٍای واي  اُ ثٙفٚٝ ٔؼ٦اَ   vhl-2ٔيِٖبُی ىیٍَ ثب اٍِٛی ٕیىّٛسیيی 

ثبٙي. وٝ ٕٞشَاُی ٚ ٘شیؼٝ ٔيِٖبُی ٘بكیٝ دَٚسئیٙی َٔث٥ٛٝ ٚ ٕبهشبٍٞبی ٔيَ ٚ اٍِاٛ ىٍ  ٔی

ٝ اٍائٝ ٙيٜ إز. ایٗ ٔيِٖبُی ثیٚشَیٗ سؼياى  17-3ٙىُ   ای ىٍ ٕٞشاَاُی ثبلیٕب٘يٜ إایيآٔیٙ

ٔلبٕجٝ ٙيٜ ثَای  RMSDٌیَى. ىٍ ثَ ٔیٍا ٚ ىٍ ٘شیؼٝ ىٍ ٕبهشبٍ ٔيَ ثٝ ىٕز آٔيٜ  َٔث٥ٛٝ

ثبٙي. ٚػٛى ثب٘اي ىی ٕاِٛفیيی ىٍ ایاٗ ٔايَ     آٍٖ٘شَْٚ ٔی 77/1ٕبهشبٍ ٔيَ ٚ اٍِٛ ثَاثَ ثب 
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ُٔب٘ی ٔيِٖبُی  ٞب، سٟٙبٌَىى. لاُْ ثٝ ًوَ إز وٝ ىٍ ٔيِٖبُی دَٚسئیٗاٍائٝ ٙيٜ ٘یِ سبییي ٔی

 لبثّیز ا٘ؼبْ ٍا ىاٍى وٝ ٕٞشَاُی ٦ّٔٛثی ثیٗ ىٚ ٕبهشبٍ ٚػٛى ىاٙشٝ ثبٙي. 

 

 

 

  

 

 

 

 

. ىٍ سٞٛیَ ثبلایی ٕبهشبٍ دذشیيی ٕفیي ًٍ٘ َٔث٣ٛ ثٝ دذشیي ٔيِٖبُی ٙيٜ ٚ ٕبهشبٍ ٕجِ ًٍ٘ 17-3ٙىُ 

ٔی ثبٙي. ثب٘يٞبی ىی ِٕٛفیيی ٍُى ًٍ٘ ىٍ َٞ ىٚ ٕبهشبٍ لبثُ ٔٚبٞيٜ  vhl-2دذشیي اٍِٛی ٕیىّٛسیيی 

 ىٞي.ٍا ٘ٚبٖ ٔی Å 77/1ثَاثَ ثب  RMSDسَاُی ٚ فیز ٙيٖ ىٚ ٕبهشبٍ ثب إز. سٞٛیَ دبییٗ ٞٓ
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 خذاسبسی ي تخلیص سیکلًتیذ 3-2

ٜ ٌاَْ ٔابى   َٞوّیٜ وٝ ىٍ فُٞ دیٚیٗ س١ٛیق ىاىٜ ٙي، ثٝ اُای ا٘ؼبْ َٔاكُ اِٚیٝ س ثب

ثٝ ىٕز آٔي. ثبُىٜ َٔكّٝ ػٞبٍٜ ٌیَی ثاب  فبلي سب٘ٗ ٌَْ ٔبىٜ هٚه  4/0كيٚى اِٚیٝ هٚه 

 ٌَْ ٔبىٜ هٚه إز. 2/0سب  1/0 كيٚى ثٛسبَ٘ٛ ثٝ اُای َٞ ٌَْ ٔبىٜ هٚه فبلي سب٘ٗ سِٛیي

 سیکلًتیذ استخزاج ضذٌ يسن مًلکًلی بزرسی 3-2-1

( 1387ٚ ٞبٙٓ داٍٛ ٚ ٕٞىابٍاٖ )  ( ٥1390جك ٘شبیغ كبُٝ اُ دْٚٞ٘ ىِیَ ٚ ٕٞىبٍاٖ )

ٚػاٛى  ، SPEكبُٝ اُ ٖٙز ٙٛی ٕاشٖٛ   50ثیٚشَیٗ غّظز ٕیىّٛسیي ىٍ ٔلَّٛ اسبِ٘ٛی %

َ ایاٗ  ىٍ ك٢ٍٛ ٕایىّٛسیي   سبییيىاٍى. ثَای  إاشفبىٜ   Tricine-SDS-PAGE اُ ٍٚٗ ٔلّاٛ

 .لَاٍ ىاٍىىاِشٖٛ  5000سب  2800 ٕیىّٛسیيٞب ىٍ ثبُ ُٖٚ ِٔٛىِٛی ٙي.

 

: ٔلَّٛ كبُٝ اُ ٖٙشٚٛ ثب 2: ٔبٍوَ ُٖٚ ِٔٛىِٛی، ٕشٖٛ 1 ٕشٖٛ Tricine-PAGEسٞٛیَ  18-3ٙىُ 

 .50اسبَ٘ٛ %
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 Rf: ٔٙلٙی إشب٘ياٍى ٍِبٍیشٓ ُٖٚ ِٔٛىِٛی ثَ كٖت 1-3ٕ٘ٛىاٍ 

 

 ىاِشٖٛ إز. 4600ثَ إبٓ ٔؼبىِٝ ثٝ ىٕز آٔيٜ ُٖٚ ِٔٛىِٛی دَٚسئیٗ ٍٔٛى ٘ظَ 

 (Bradford) فًردبزدتعییه مقذار پپتیذ بب ريش  3-2-2

ٞبی دَٚسئیٗ إشب٘ياٍى )دَٚسئیٗ َْٕ ٌبٚی( ٕ٘ٛىاٍ إشب٘ياٍىی اثشيا ثَ إبٓ ثبُٜ غّظز

 ٔلبٕجٝ ٙي. ٞبی ٍٔٛى ٘ظَ ( ٚ اُ ٍٚی ٔؼبىِٝ آٖ ٔمياٍ دَٚسئیٗ 2ٕٝ٘ٛ٘-3ٍٕٓ ٙي )ٕ٘ٛىاٍ 

 ٕٙؼ٘ ٔیِاٖ دَٚسئیٗ: ٔٙلٙی إشب٘ياٍى 2-3ٕ٘ٛىاٍ 
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ٞبی سبْ اسبِ٘ٛی، ػٞبٍٜثَ إبٓ ٔؼبىِٝ غّظز دَٚسئیٗ إشب٘ياٍى ٔمياٍ دَٚسئیٗ ٕ٘ٛ٘ٝ ىٍ 

َ ٔلبٕجٝ ٌَىیي، ثَهی  ٞبی كبُٝ اُ ٖٙشٚٛی ٕشٖٛآثی ٚ ثٛسبِ٘ٛی ٚ ٔلَّٛ ثاٝ   ٞاب ٔلّاٛ

فبلي ٕ٘ٛ٘ٝ دَٚسئیٙی ثٛى٘ي ٚ یاب ٔیاِاٖ ثٖایبٍ وٕای      %20ٚیْٜ ىٍ ٖٙشٚٛ ثب كلاَ اسبَ٘ٛ آثی 

٘شبیغ ثَاىفٍٛى ىٍ ػايَٚ   .٘یِ ٕٞیٗ ٘شیؼٝ سبییي ٌَىیي Tricine-PAGEوٝ ىٍ  ٙشٙيدَٚسئیٗ ىا

 لبثُ ٔٚبٞيٜ إز.  3-2

 بزرسی اثزات ضذ میکزيبی سیکلًتیذَب 3-2-3

ثٝ ٔٙظٍٛ سؼییٗ اطَار ١ي ٔیىَٚثای ٔؼٕٛػاٝ ٕایىّٛسیيٞبی إاشوَاع ٙايٜ ٚ ٔیاِاٖ       

ٞبی كبٝاُ اُ ٖٙشٚاٛی   سبْ ٚ ٔلَّٛٞبی سخطیَ ػٞبٍٜ، ٞبی ٍٔٛى آُٔبی٘كٖبٕیز ثبوشَی

 Escherichia coli ATCC25922 ،Staphylococcus aureusٍٚی  SPEٕااااشٖٛ 

ATCC25923  ٚPseudomonas aeruginosa ATCC27853  ُا٘شٚاابٍ ثااب إااشفبىٜ ا ٍٗٚ

ٔاَِٛ  )ٔیىَٚثای  ٞبی ١ئلی٤ وٚز إشب٘ياٍى ٕٙؼ٘ٚ  (well Difiussion Assay)ؿبٞه 

واٝ ٥اَُ    20ٚ سٛئیٗ LEَِٔٛ ٞیٙشٖٛ ثَاص ٚ آٌبٍُٚ كبٚی سغییَ یبفشٝ )لی٤ ٚ ٔ (ٞیٙشٖٛ آٌبٍ

ٞبی ٚ ػٞبٍٜٞبی اسبِ٘ٛی ٔلَّٛ .ٌَىیي ثٍَٕی (سٟیٝ آٖ ىٍ فُٞ لجُ س١ٛیق ىاىٜ ٙيٜ إز

ٚ ل٦اَ ٞبِاٝ ػايْ     ٜاطَ ىاىٜ ٙيٞب ٍٚی ثبوشَی ا٘شٚبٍ ٙؼبػی اُ ؿبٞه كبُٝ ثٝ ٍٚٗ فٛق

ٌاِاٍٗ   2-3ىٍ ػايَٚ   SPEٞابی  ٚٗٞب ٚ فَاواُ سبطیَ ػٞبٍٜ٘شبیؼی . ٌیَی ٙيٍٙي ا٘ياُٜ

 ٌَىى. ٔی

ٞبی ٔاٍٛى ثٍَٕای،   ٞب ثٝ ػٞبٍٜػلاٜٚ ثَ ٕٙؼ٘ ٔیِاٖ كٖبٕیز ثبوشَیىٍ ایٗ ٦ٔبِؼٝ 

ٙابی  َىیي. ٔلی٤ وٚز سغییاَ یبفشاٝ ثاَ ٔج   ی ىٚ ٔلی٤ وٚز ٍٔٛى إشفبىٜ ٘یِ ا٘ؼبْ ٌٔمبیٖٝ

ٚ ٕٞىابٍاٖ   rerLeLىٍ ٦ٔبِؼابر  بثی إاشفبىٜ ٙايٜ   ٔلی٤ وٚز اِٚیٝ، ثب سٛػٝ ثٝ ٔلی٤ ا٘شو
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ٗ   ثيیٗ ٍٝٛر سٟیٝ ٌَىیي واٝ ىٍ ایاٗ ٔلای٤     دذشیايٞبی ١ائیىَٚثی    واٝ دّای   ثاٝ ىِیاُ ایا

وٙ٘ اِىشَٚإشبسیه ٔیبٖ آٟ٘ب ٚ اػاِای ٕاِٛفبر    ٕیىّٛسیيٞب ثبٍىاٍ ٖٞشٙي، ثَای وبٞ٘ ٔیبٖ

ٙي ٚ ثاٝ  اٖ ٔبىٜ ّلاسیٙی إشفبىٜ ثٝ ػٙٛ LEٍُیيٚٞبی لٙي آٌبٍٚدىشیٗ ثٝ ػبی آٌبٍ اُ آٌبٍُٚ 

 .ػبی آة ثب ثبفَ فٖفبر ثٝ كؼٓ ٍٕب٘يٜ ٙي

 

 Pseudomonas ٍٚی ( EL( ٌُ ٚ )EFٞبی سبْ اسبِ٘ٛی ثَي )ػٞبٍٜطَ ١ي ٔیىَٚثی ا 19-3ٙىُ 

aeruginosa    ٚ Escherichia coli( ٍٝٚی ٔلی٤ سغیَ یبفشModified MHA). 

ثاَ ٍٙاي    ٌُ ی اسبِ٘ٛیػٞبٍٜ ثَي ٚ ثٝ ٔیِاٖ ا٘يوی ػٞبٍٜ سبْ اسبِ٘ٛی ثٝ ىٕز آٔيٜ اُ

E. coli  ٚP. aeruginosa  َػّیٝ  ِٚیٔٛطS. aureus ٜیب سبطیَ ثٖیبٍ وٕی ىاٍ٘ي ثی سبطیَ ثٛى ٚ. 

سبطیَ ٚ ل٦َ ٞبِٝ ػيْ ٍٙي ىٍ ٔلای٤   ٘ٚبٖ ىاىٜ ٙيٜ إز. 2-3ىٍ ػيَٚ ل٦َ ٞبِٝ ػيْ ٍٙي 

 .إزسغییَ یبفشٝ ٖ٘جز ثٝ ٔلی٤ وٚز َِٔٛ ٞیٙشٖٛ آٌبٍ ثیٚشَ 
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% ٚ ٘یاِ فابُ   80% ٚ 50ٞبی اسابِ٘ٛی  كبُٝ اُ ٖٙشٚٛی ٕشٖٛ ثب كلاَ ٞبیٔلَّٛسبطیَ 

 ٞبی ٍٔٛى ٦ٔبِؼٝ ٚ ىٍی سبْ اسبِ٘ٛی ٍٚی ثبوشَیٞبثٛسبِ٘ٛی ٚ فبُ آثی ثٝ ىٕز آٔيٜ اُ ػٞبٍٜ

 َٞ ىٚ ٔلی٤ وٚز ثٍَٕی ٌَىیي.

 

 

% 80% ٚ 50ٞبی كبُٝ اُ ٖٙشٚٛی ٕشٖٛ ثب كلاَ اسبِ٘ٛی ٔلَّٛسبطیَ فبُ ثٛسبِ٘ٛی ٚ ثَهی  .20 -3ُ ٙى

 .: ثٛسبِ٘ٛی ثَي(BL% ، 80ٚ  50ٞبی ٔلَّٛ : L4-11: فبُ ثٛسبِ٘ٛی ٌُ، BFٞبی ٍٔٛى ٦ٔبِؼٝ )ٍٚی ثبوشَی
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 ((mmل٦َ ٞبِٝ ػيْ ٍٙي ثَكٖت  2-3ػيَٚ 

 عصبرٌ محیط کطت ببکتزی

 قطز وبحیٍ 

 رضذ مُبرکىىذٌ

)mm( 

میشان مبدٌ 

درين 

 چبَک

میشان پزيتئیه 

 تبم مًخًد

Escherichia coli 

Modified 

MHA EL 
15 10 mg 25/0 %  

MHA 

WF 
5/8  10mg 18/0%  

BF-F 50% 
13 15µL 02/0 mg/ml 

EL 
5/8  10mg 25/0%  

Pseudomonas 

aeruginosa 

Modified 

MHA 

EL 
5/16  

- - 

EF 
5/8  

- 
66/0%  

MHA 

EL 
13 

- 
25/0%  

BL 
10 4mg 

Nd 

BF 
17 4mg 

Nd 

Staphylococcus 

aureus 

Modified 

MHA 

BL-F 80% 
9 15µL - 

BL-F 50% 
5/9  15µL 02/0 mg/ml 

MHA 
BF 

10 
- - 

BL 
8 

- - 

 ا٘ي.* ٔٛاٍىی وٝ فبلي اطَ ثٛى٘ي ٌِاٍٗ ٘ٚيٜ  
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 *EL ،اسبِ٘ٛی ثَي :EF  ٌُ اسبِ٘ٛی :BFٌُ ثٛسبِ٘ٛی : ،BL  ثٛسبِ٘ٛی ثَي :WF ،ٌُ فبُ آثی :WL  آثی ثَي :

F50%  ٚF80% َّٛثبٙٙي.% ٔی80% ٚ 50ٞبی ٖٙشٝ ٙيٜ ثب كلاَ اسبِ٘ٛی ٔل 

 

 



 
 

 

 

 

 

  فصل چُبرم

 بحث ي وتیدٍ گیزی
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 َبی سیکلًتیذی ضىبسبیی صن 4-1

ٌٌاٍی ٙيٜ، ٚ ثب ٕیىّٛسیيٞبی ثابِغی واٝ ثاٝ    ٍِٔ یّٕ٘بُٞبی دی٘ اُ ٍٚیٕیىّٛسیيٞب 

فَایٙيی واٝ ٙابُٔ فؼبِیاز آِ٘یٕای     ٥ٍٛ ثیٕٛٙششیه اُ دَٚسئیٗ ٞبی دی٘ ٕبُ ثٌٍِشَ ىٍ یه 

 ,.Dutton et alٔٚبثٝ ثب آِ٘یٓ إٓذبٍاّیٙیُ ا٘يٚدذشیياُ ٔی ٌَىى، ثَیيٜ ٚ ثَىاٙشٝ ٔای ٙاٛ٘ي )  

2004; Saska et al., 2007  .)ٜسٕاابْ ٕاایىّٛسیيٞبی ٌااِاٍٗ ٙاايٜ سااب وٙااٖٛ اُ هااب٘ٛاى-

ٖ     Rubiaceae  ٚViolaceaeٞبی اهشٞبٝای   ٞابی ٍٕٞی اُ ٥َیاك ٍٚ٘ايی ٔٚابثٝ اُ ٍٚی ّ

ٕیىّٛسیيی، وٝ ىٍ ثَهی ٔٛاٍى ؿٙيیٗ ٖ٘وٝ اُ یه ٕیىّٛسیي ٚ ىٍ ثَهای ىیٍاَ سَویجای اُ    

اُ  4-1ٙاىُ  ٍػٛع ٙٛى ثٝ ٌَى٘ي )وٙٙي، ثیٕٛٙشِ ٔیٔی ٍِٔٞبی ٕیىّٛسیيی ٔوشّف ٍا سٛاِی

 (.  فُٞ اَٚ

  .affinisOٚ ٕٞىبٍاٖ ٍٚی ٌیابٜ   Duttonٞبی ٕیىّٛسیيٞب س٤ٕٛ اِٚیٗ ٦ٔبِؼٝ ٍٚی ّٖ

ٝ  ا٘ؼبْ ٌَفز Rubiaceae هب٘ٛاىٜ اُ ٝاٍٛر   Viola odorata ثؼايی آٟ٘اب ثاَ ٍٚی    ٚ ٦ٔبِؼا

ًٍ٘ ثٙفٚٝ ٕٝاُ سَیٖیىّٖٛ ٕبُ ّ٘ی دی٘٘یِ  2005ىٍ ٕبَ . (Dutton et al., 2004)دٌیَفز 

ٖ  Mulvennaس٤ٕٛ  ٕبُ ّ٘ی ويوٙٙيٜ ٕیىّٛسیيدی٘ػٙٛاٖ ثٝ  ٙٙبٕابیی ٚ ٦ٔبِؼاٝ    ٚ ٕٞىابٍا

 (.Mulvenna et al., 2005) ٌَىیي

ٌِاٍٗ ٕ٘ٛى٘ي وٝ ٙٙبٕابیی ٕایىّٛسیيٞب ىٍ ٕا٦ق     ٚ ٕٞىبٍاٖ Ireland ،2006ىٍ ٕبَ 

ثاَای اِٚایٗ ثابٍ     ثبٙي. ٕٞایٗ ٌاَٜٚ  ىٍ ٦ٕق دذشیي ٘یِ ٔی ٘ٛوّئٛسیي ىِیّی ثَ أىبٖ ٙٙبٕبیی

َ یاه  ىٍ اطا وٝ  ایٗ دذشیي ٘ٚبٖ ىاى cDNAٕیىّٛسیي ه٦ی ٥جیؼی ٍا ٌِاٍٗ وَى٘ي. ٦ٔبِؼبر 

 ٙاٛى وّیيی إٓذبٍاّیٗ ثٝ ٍِٔ دبیبٖ سجيیُ ٙيٜ إز، ٌفشٝ ٔی یآٔیٙٝای ٍِٔ إیيػٟ٘ ٘م٦ٝ
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وٝ ایٗ دذشیي ٘ٚبٖ ىاى ثَای كّمٛی ٙيٖ ١ٍَٚی إز. ثٍَٕی دبیياٍی آِ٘یٕی إیيآٔیٙٝ ایٗ 

دبیياٍی وّی ِٔٛىَٛ ىٍ ٔمبثُ آ٘اِیٓ ٍا   (CK) یٕیٖشیٌَٜٙ ی٘ ا٘ؼ٦بف دٌیَی، ثب ٚػٛى افِا

 وٙي. ف  ٔیك

Gruber  ٚ ٌَٛ٘اٝ اُ هاب٘ٛاىٜ    200ثای٘ اُ   2008ٕٞىبٍاٖ ىٍ ٕبRubiaceae   ٍا ٔاٍٛى

. آٟ٘اب  (Gruber et al., 2008) ٌٛ٘ٝ آٖ ٕیىّٛسیي ك٢اٍٛ ىاٙاز   ٦ٔ22بِؼٝ لَاٍ ىاى٘ي، وٝ ىٍ 

ٝ  ٞبی ٌیبٞی إزاىػب وَى٘ي سىبُٔ ٕیىّٛسیيٞب ٖٔشمُ اُ سٙٛع هب٘ٛاىٜ ٔیّیاٖٛ ٕابَ    125 وا

ٚ ٕٞىابٍاٖ   Zhangاسفبق افشبىٜ إاز.   ،(Asterids  ٚRosidsٞبی )ىٍٜٚا٘ي ا٘ٚمبق یبفشٝدی٘ 

RACEثب إشفبىٜ اُ سىٙیاه   Viola baoshanensisاُ ٍیٚٝ  2009ىٍ 
32  ٚRT-PCR ّٖ  ٞابی

 .(Zhang et al., 2009) ٍِٔ وٙٙيٜ ٕیىّٛسیي ٍا ٙٙبٕبیی وَى٘ي

Poth ٜوٙٙيٜ ٕیىّٛسیي سٛاِی ويا٘ي وٝ ٚ ٕٞىبٍاٖ اهیَاً ٘ٚبٖ ىاىCter M    ُٔؼاِا ٙايٜ ا

ایاٗ ٌیابٜ لاَاٍ     1-، ىٍٖٚ ّٖ آِجٛٔیFabaceaeٗی ٌیبٞی اُ هب٘ٛاىٜ ،Clitoria ternateaٌیبٜ 

ٞبی ٔٚابثٝ ىٍ  ٞبی ىیٍَ اُ ایٗ هب٘ٛاىٜ ٘یِ ٚػٛى ّٖ(. ٦ٔبِؼبر 4ٌٝ٘ٛ-1ٌَفشٝ إز )ٙىُ 

ای ٔٛاى ٞبی ٌیبٞی ثوٚی اُ ٔٙبثغ ًهیَِٜجٛٔیٕٗ٘بیي. آثٌَیَ٘يٜ سٛاِی ٕیىّٛسیيی ٍا سبییي ٔی

ی سٛاِی ىٍ ثٌَیَ٘يٜ 1-ٞبی ػٕٛٔی آِجٛٔیٗٔغٌی ثٛىٜ، أب ىٍ ىفبع ٔیِثبٖ ٘یِ ٘م٘ ىاٍ٘ي. ّٖ

ٚ یه  آِجٛٔیٗ، یه ٍاث٤ b-وٙٙيٜ ُ٘ؼیَٜ٘ٚب٘ٝ ٙجىٝ آ٘يٚدلإٕی ٚ ثٝ ى٘جبَ آٖ یه سٛاِی وي

ساٛاِی ٕایىّٛسیيی    Cter Mٕبُ ويوٙٙيٜ ٙٙي. ىٍ دی٘ثبآِجٛٔیٙی ٔی a-وٙٙيٜ ُ٘ؼیَٜسٛاِی وي

 (. Camarero., 2011آِجٛٔیٙی ٙيٜ إز ) b-ػبیٍِیٗ ُ٘ؼیَٜ

                                                 
32

  Rapid amplification cDNA ends 
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  ٖ ٞابی ٕایىّٛسیيی سابوٖٙٛ ىٍ ٦ٔبِؼابر ىِیاَ ٚ      ٦ٔبِؼبر ا٘ؼبْ یبفشاٝ ىٍ ایاَاٖ ٍٚی ّ

ٖ ، ٍٚی1391ٖ ىٍ ٕبَ ، ٍٚٙٗ ٚ ٕٞىبٍا1390ٕٞىبٍاٖ ىٍ ٕبَ   1392ىٍ ٕابَ   یٙی ٚ ٕٞىابٍا

 ٞبیی اُ ػٙٔ ثٙفٚٝ ا٘ؼبْ ٌَىیيٜ إز. ٍٚی ٌٛ٘ٝ

-ٞبی ثٖیبٍی ثب یىيیٍَ ىاٙشٝ ٚ سٛاِیی ٌیبٞی ٙجبٞزٕبُٞبی ّ٘ی اُ یه هب٘ٛاىٜدی٘

ٕبُ ٕیىّٛسیيی ىٍ هب٘ٛاىٜ ثٙفٚٝ اغّت ٞبی دیٌ٘یَ٘ي. سٛاِیٔیای ٍا ىٍ ثَٞبی كفبظز ٙيٜ

ثبٙٙي وٝ ثٝ ٔٙظاٍٛ ٦ٔبِؼاٝ ٚ ٙٙبٕابیی ٞآ     ٔٚبثٟی ٔیٙبُٔ سٛاِی ٘ٚب٘ٝ ٙجىٝ آ٘يٚدلإٕی 

ٚیاْٜ   ىَّٜ٘( دَایَٕ Violaُٔبٖ ؿٙيیٗ سٛاِی اُ اػ٢بی ایٗ هب٘ٛاىٜ ثٝ ٚیْٜ ىٍ ػٙٔ ثٙفٚٝ )

 ,.Simonsen et alٌَىى وٝ ىٍ ایٗ ٦ٔبِؼٝ ٘یِ ثٝ وبٍ ٍفشٝ إز )ای ثَای ایٗ ٘بكیٝ ٥َاكی ٔی

ٌیبٞابٖ ٚ ٕٞـٙایٗ    ٘ظَ ُٔب٘ی ٚ ٔٛلؼیز ثبفشی ىٍ ٕیىّٛسیيٞب اُطبثز ٙيٜ إز وٝ  (.2005

ىٞٙاي  ثیبٖ ٔشفبٚسی اُ هٛى ٘ٚبٖ ٔیٔٛلؼیز ػغَافیبیی ٚ فّٞی ثَای ٌیبٞبٖ ىٍثٌَیَ٘يٜ آٟ٘ب، 

اُ آ٘ؼبئیىاٝ ایاٗ   ٚ ك٢ٍٛ یه ّٖ كشٕبً ىِیُ ثَ ثیبٖ ٔلَٞٛ آٖ ٘وٛاٞي ثٛى. ثٝ ٕٞیٗ ىِیاُ  

ثبیٖشی ٍٔٛى سٛػاٝ لاَاٍ ىاى   ٌِا  ،ٍٚىوبٍ ٔی ثٝ cDNAفَاٌیَ ثَای غَثبٍَِی  یدَایَٕ ىَّٜ٘

ٖ ٕبُٞبیی ثب ایٗ ٍٚٗ ٚػٛى ىاٍى وٝ وٝ سٟٙب أىبٖ ٙٙبٕبیی دی٘ ٞابی ثیابٖ    mRNA ىٍ ٔیاب

 ك٢ٍٛ ىاٍ٘ي.  cDNAٕٙشِ  ٙيٜ ٚ ٔٛػٛى ىٍ ُٔبٖ

( ىٍ ا٘شٟابی دذشیاي،   Nىٍ ٕیىّٛسیيٞب ٚػٛى إیيآٔیٙٝ إٓاذبٍاّیٗ ) ٕٞب٦ٍ٘ٛ وٝ ٌفشٝ ٙي 

ُیَا دی٘ ٕبُٞبی ٕایىّٛسیيی سلاز سابطیَ     ثبٙي،ٔیّمٛی ٙيٖ ایٗ ٘ٛع دذشیيٞب سبییيی ثَ ك

٘ٛػی إٓذبٍاّیٙیُ ا٘يٚدذشیياُ اهشٞبٝی ٕیىّٛسیي ثبِغ ٍا ایؼبى ٔی وٙٙي. ٙاجٝ ٕایىّٛسیيٞبی   

ٝ ه٦ی فبلي ایٗ إیيآٔیٙٝ ىٍ ا٘شٟبی هٛى ٔی ثبٙٙي. ىٍ اغّت ٕیىّٛسیي ی آغابُی  ٞب إایيآٔیٙ
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ٌاَىى ٚ ٕٔىاٗ   أب ایٗ ٙبُٔ سٕبْ دذشیيٞبی كّمٛی اُ ٘ٛع ٕیىّٛسیيی ٕ٘یثبٙي، ٌّیٖیٗ ٔی

ی ىیٍَ ثبٙي. ىٍ اغّات ایاٗ داَٚسئیٗ ٞاب ٚ     إز إیيآٔیٙٝ آغبُی دَِٚیٗ یب ؿٙيیٗ ثبلیٕب٘يٜ

ٕٞـٙیٗ دَٚسئیٗ ٔفَٟٚ ٔب ٘یِ دٔ اُ ٕیٖشئیٗ آهَ ٚ ىٍٕز ىٍ لٖإز ٦ٙٔجاك ثاب ا٘شٟابی     

 یٗ ىیيٜ ٔی ٙٛى. إٓذبٍاّ إیيآٔیٕٙٝیىّٛسیيٞب، 

، Violaceae ،Fabaceaeٞاابی اُ ٘ظااَ ٔٙاابثغ ٌیاابٞی ٕاایىّٛسیيٞب ساابوٖٙٛ ىٍ هااب٘ٛاىٜ 

Cucurbitaceae  ٚRubiaceae ٜا٘ي. ىٍ هب٘ٛاىٜ ی وٚف ٚ ٙٙبٕبیی ٙيFabaceae    ْٜثاٝ ٚیا

ٞبی ٍِْٛ ٞب ٚػٛى ٚ ٕٞـٙیٗ ىٍ ٕبیَ Glycine max ٚ  Phaseolus vulgarisٌٝ٘ٛ ٌٛ٘ٝ ٞبی

ىٍ ایٗ ٌیبٞبٖ وٚف  1-ٕبُٞبی ّ٘ی ٚ دَٚسئیٙی َٔث٣ٛ ثٝ آِجٛٔیٗي ٕیىّٛسیيٞب اُ دی٘ٚ سِٛی

 ٙيٜ إز. 

 Violaceaeاُ هاب٘ٛاىٜ  كبُٝ اُ سَػٕٝ ّٖ ثٝ ىٕز آٔيٜ ىٍ ایٗ ٦ٔبِؼٝ دَٚسئیٗ ف١َی 

)ثٝ ٚیْٜ ٕٞیٗ  Fabaceaeثٛىٜ ٚ ثَهی دَٚسئیٗ ٞبی ٕٖٞبٖ ٘یِ ٔشؼّك ثٝ هب٘ٛاىٜ ٞبی ٌیبٞی 

سٛاْ ثب ىٚ  Cucurbitaceaeاُ هب٘ٛاىٜ ی ای ٝ ی ٌٔوٍٛ یؼٙی ٌیبٜ ٕٛیب ٚ ِٛثیب( ٚ ٌٛ٘ٝىٚ ٌٛ٘

ٕبُٞبی ٕیىّٛسیيی ٚ سِٛیي ٕیىّٛسیيٞب ٘یِ ىٍ ٌیبٞب٘ی اُ هب٘ٛاىٜ ىیٍَ ٔی ثبٙٙي  ٚػٛى دی٘

(. ثاب  Vitaceaeٞبی ٌیبٞی سبییي ٌَىیيٜ إز )ثٝ ػاِ اٍ٘اٍٛ لَٔاِ اُ هاب٘ٛاىٜ     ٕٞیٗ هب٘ٛاىٜ

ثٝ ٦ٔبِؼبر َٔث٥ٛٝ اكشٕبَ ایٙىٝ ایٗ دَٚسئیٗ ٞب ٘یِ ٔٙؼاَ ثاٝ سِٛیاي ٘اٛػی ٕایىّٛسیي       سٛػٝ

سغییَیبفشٝ ٙيٜ ٚ یب دی٘ ٕبُ ایٗ ٘ٛع ٕیىّٛسیيٞب یب ٙجٝ ٕیىّٛسیيٞب ثبٙاٙي، ٚػاٛى ىاٍى واٝ    

 ٖ ٞاب ٚ داَٚسئیٗ ٞاب اُ    ٘یبُ ثٝ ثٍَٕی ثیٚشَ ٚ سبییي ایٗ ٦ّٔت ٚػٛى ىاٍى. ٦ٔبِؼٝ ٍٚی ایاٗ ّ
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سىبّٔی ٚ دی ثَىٖ ثٝ هبٕشٍبٜ آغبُیٗ ایٗ ٘اٛع ّٟ٘اب ٚ دذشیايٞبی كّماٛی ٘یاِ كابئِ       ٘ظٌَبٜ 

 إٞیز إز.

یب ٍِْٛ ٞب واٝ سِٛیاي    Fabaceae٘ىشٝ ای دیَأٖٛ ّٟ٘ب ٚ دی٘ ٕبُٞبی آِجٛٔیٗ ٌیبٞی ىٍ 

ٕیىّٛسیيٞب اُ ٍٚی سٛاِی آٟ٘ب لجلاً سبییي ٙيٜ إز، ایٖٙز وٝ ٕٞشَاُی دَٚسئیٗ ٞبی ٔفَٟٚ 

ىٞاي. ثاٝ ػالاٜٚ ایاٗ     ٞب سَاىف سٛاِی ٘ٚبٖ ٕ٘یٍ ایٗ ٦ٔبِؼٝ ثب ایٗ ٘ٛع دَٚسئیٍَٕٗی ىٍٔٛى ث

 mRNAی ٍِْٛ ٔی ثبٙٙي. أاب  ٞبی ىا٘ٝ ٞبی ٌیبٞی ىٍ هب٘ٛاىٜاُ دَٚسئیٗ دَٚسئیٗ ٞب ٔٙلَٞاً

ی ٞبی ٌٛ٘ٝٔب ىٍ ایٗ ٦ٔبِؼٝ اُ ٌُ سٛاِی یبثی ٙيٜ ٚ سِٛیي وٙٙيٜ دَٚسئیٗ ف١َی ٍٔٛى ثٍَٕی

Viola tricolor .إشوَاع ٚ ٙٙبٕبیی ٌَىیيٜ إز 

ٞابی دذشیايی   ای سبُٜ ٍٚ ثٝ ٌٖاشَٗ اكشٕابِی هاب٘ٛاىٜ   ٘شبیغ ایٗ دْٚٞ٘ ىٍ ٚالغ دٙؼَٜ

وٙي وٝ ٘یبُ ثٝ ٦ٔبِؼٝ ٚ سفٞایُ ثیٚاشَی ىاٍى. ىٍ ٝاٍٛر اطجابر ثیابٖ      ٕیىّٛسیي ٔب٘ٙي ثبُ ٔی

ٝ ی ٍٔٛى ٦ٔبِؼٝؿٙیٗ دذشیيی اُ ٔیبٖ ٕبهشبٍٞبی ّ٘ی ٘بٙٙبهشٝ ىٍ ٌٛ٘ٝ -ی ٔب ٚ ٘یِ ٕبیَ ٌٛ٘ا

ٞب، ٘یبُ ثٝ ٦ٔبِؼبر ثیٚشَ ثٝ ٚیْٜ سؼییٗ كّمٛی یب غیَ كّماٛی ثاٛىٖ   ٞبی ىٍثٌَیَ٘يٜ ایٗ ّٖ

 ٝ ٞابی ًاسای ٔاَسج٤ ثاب ٕایىّٛسیيٞبی      ای فؼبِیاز ایٗ ٘ٛع دذشیيٞب ٚ ٕٞـٙیٗ ٦ٔبِؼبر ٔمبیٖا

  ٗ ٘بكیاٝ اُ دذشیاي ف١َای ىٍ كابَ      ٙٙبهشٝ ٙيٜ ٚػٛى ىاٍى. اِجشٝ ثب سٛػٝ ثٝ ا٘ياُٜ وٛؿاه ایا

ٞبی اِٚیٝ ىٍ اطجبر ایٗ اكشٕابلار  ثٟشَیٗ ٍاٜ ثَای ثَىاٙشٗ ٌبْي دذشی ایٗ كب١َ ٕٙشِ ٙیٕیبیی

كشی اٌَ سٟٙب ػِئی اُ ٕبهشبٍ دَٚسئیٙی ١ٕٗ ٕٙشِ ٙیٕیبیی فبُ ػبٔي  ٞبهٛاٞي ثٛى. ایٗ دذشیي

ٍَٕی هٛاٝی ٘ظیاَ ٕإیز ٕاِّٛی،    ی ٕٙشِ ٙيٜ ثبٙٙي، ثبُ ٞٓ ثب ٦ٔبِؼٝ ٚ ثثٌٍِشَ اُ ٘بكیٝ

ٝ  ،ٞبٕبیَ فؼبِیز٘یِ فؼبِیز ِٕٞٛیشیه ٚ  ی آٟ٘اب ثاب ٕایىّٛسیيٞب ىٍ ٝاٍٛر     افِٖٚ ثَ ٔمبیٖا
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ٞبی ٌٔوٍٛ اُ آ٘ؼبئیىٝ آٍای٘ ٌَٜ ٕیٖشیٙی ٔٛػاٛى ىٍ ٕایىّٛسیيٞب ىٍ   ٦ّٔٛة ثٛىٖ فؼبِیز

ىاٍٚ ثٝ ػٙاٛاٖ ىاٍثٖاشی   ىٍ ٦ٔبِؼبر ٥َاكی  ٍا سٛاٖ دذشیي ٕٙشِ ٙيٜایٗ دذشیي ٚػٛى ٘ياٍى ٔی

دبیياٍی  CCKلاُْ ثٝ ًوَ إز وٝ ٕیىّٛسیيٞب ثب ىاٙشٗ ٕبهشبٍ  وَى. ٚ ٦ٔبِؼٝ ػيیي ٔؼَفی

ی وٛؿه ٚ أىبٖ ٕٙشِ ٙیٕیبیی ٚ ي ٚ ٘یِ ثب ىاٙشٗ ا٘ياُٜای ىاٍ٘آِ٘یٕی ٚ كَاٍسی فٛق اِؼبىٜ

ٟٙيٕای ّ٘شیاه ثاٝ    ٞبی ٟٔٙيٕی دَٚسئیٗ ٚ ٕٔٙشِ ُیٖشی ٚ ٕٞـٙیٗ أىبٖ ىٕشىبٍی ثب ٍٚٗ

ٔجٙای ثاَ كاٌف    ا٘اي.  ای لَاٍ ٌَفشٝػٙٛاٖ یه ىاٍثٖز ػبِی ىٍ ٥َاكی ىاٍٚ ٍٔٛى سٛػٝ ٚیْٜ

ِٕٛفیي ٚ ػيْ ٚػاٛى آٍایا٘ ٌاَٜ ٕیٖاشیٙی ىٍ ایاٗ دذشیاي ىٍ ٔمبیٖاٝ ثاب         ٙيٖ ىٚ دیٛ٘ي ىی

ٔمبیٖٝ ثب ٍٚى وٝ ایٗ دذشیي ا٘ؼ٦بف دٌیَی ٕبهشبٍی ثیٚشَی ىٍ ٞب، اكشٕبَ ثٖیبٍ ٔیٕیىّٛسیي

 ٕیىّٛسیيٞب ىاٙشٝ ثبٙي وٝ ایٗ أَ ىٍ ُٔیٙٝ ٥َاكی ىاٍٚ ثٖیبٍ كبئِ إٞیز إز.

ٝ   سبوٖٙٛ دَٚسئیٙی َٔسج٤ ثب ایٗ ّٖ ی ٞب اُ ٞیؾ وياْ اُ ٌیبٞبٖ فٛق ثٝ ىلایاُ ػايْ ٦ٔبِؼا

وبُٔ دَٚسئْٛ ىٍ ٌیبٞبٖ ٌٔوٍٛ ٚ ٙبیي ٕوز ثٛىٖ ىٕشَٕای ثاٝ ؿٙایٗ ٕابهشبٍی، ٕٞب٘ٙاي      

ٕیىّٛسیيٞب ثٝ ػّز دبیياٍی آِ٘یٕی آٟ٘ب ىٍ ٔمبثُ دَٚسئبُٞب، ثٝ ىٕز ٘یبٔايٜ  ٙٙبٕبیی ٕوز 

ٗ ثب سٛػٝ ثٝ ٘بٙٙبهشٝ ثٛىٖ ایٗ ّٖإز.  ٖ ف١َای  ٞابی  ٞب ٚ داَٚسئی ٞاب، سٟٙاب ثاب    كبٝاُ اُ آ

اكشٕابَ   اُ ایٗ دْٚٞ٘ سب ثٝ كبَ،ٞبی كبُٝ سلّیُ ىاىٜ٘یِ ٚ ا٘ؼبْ یبفشٝ ای ٦ٔبِؼبر ٔمبیٖٝ

ٍٚى وٝ یىای ٕٞایٗ   ٕبُ ٍِٔ ٙٛ٘يٜ اُ آٖ ٔیثبِغ اُ ٍٚی ایٗ سٛاِی ّ٘ی ٚ دی٘سِٛیي ىٚ دذشیي 

٘بكیٝ ٕیىّٛسیي ٔب٘ٙي ثٛىٜ ٚ ىیٍَی لٖٕشی اُ ساٛاِی ىٍ ثٌَیَ٘ايٜ ىٚ ٔٛسیاف اٍ٘ٚاز ٍٚی     

ٚ ٕابهشبٍ ثٖایبٍ   ی ٕیٖاشئیٙی كفبظاز ٙايٜ    ثبٙي وٝ ىٍ سٕبْ ایٗ دذشیيٞب ٙ٘ ثبلیٕب٘ايٜ ٔی

بِت سبكيی ثب ثیبٖ ایٗ ّٖ ٚ اِمبی َٙای٤ ٔٙبٕت آُٔبیٚای ػٟاز   سبییي ایٗ ٦ٔىاٍى. ٔٚبثٟی 
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ٕبُ دَٚسئیٙی َٔث٥ٛٝ ٚ ٔشؼبلجبً إاشوَاع ٚ ٙٙبٕابیی دذشیايٞبی ثابِغ كبٝاُ اُ      دَىاُٗ دی٘

فماياٖ  ٞبی ایٗ ّٖ ثٝ ىِیُ دَىاُٗ آِ٘یٕی یب ٙیٕیبیی ٔميٍٚ ٚ ٔفیي هٛاٞي ثٛى. ٕبیَ لٖٕز

سلّیاُ ٘شابیغ ف١َای ا٘ؼابْ     كّٛٝٝ ثلض هبٍع إاز.   ٞب اُا٥لاػبر وبفی ىٍ ٍٔٛى ایٗ ّٖ

 ٙٛى.ثب سٞٛیَ ٕبُی ٘ٚبٖ ىاىٜ ٔی 1-4ٌَفشٝ ىٍ ٙىُ 

 بَبی استخزاج سیکلًتیذَريش 4-2

ٍٚٗ  2005ٍٚى. سب ٕبَ اُ ٌیبٜ ثٝ وبٍ ٔی ٞبٔوشّفی ثَای إشوَاع ٕیىّٛسیيٞبی ٍٚٗ

Cleason       ٌَفاز ثب وٕای سغییاَار ٔاٍٛى إاشفبىٜ لاَاٍ ٔای (Cleason et al., 1998.)   ٍٗٚ

َ  ٍٚٗ ػِ ثٙايی ، Goranssonسٕٛا٤   1999ىٍ ٕبَ  LH20 وَٚٔبسٌَٛافی ٕفبىؤ -كالا

ٕبُ ف١َی كبُٝ اُ ایٗ ٦ٔبِؼٝ ٚ ٘ٛاكی اكشٕابِی كبٝاُ اُ داَىاُٗ    . دَٚسئیٗ دی1٘-4 ٙىُ

ا٘اي.  دی٘ ثیٙی ٙيٜ. ٕبهشبٍٞبی ٕٝ ثؼيی دذشیيٞبی فٛق َٞ ىٚ اُ ٥َیاك ٔيِٖابُی ثاٝ ىٕاز آٔايٜ      

ىٍ  gag-polٔيِٖبُی ٔٛسیف َٔث٣ٛ ثٝ ىٚ اٍ٘ٚز ٍٚی ثب إشفبىٜ اُ اٍِٛی ٔٚبثٝ ٔٛػٛى ىٍ داَٚسئیٗ  

HIV-1  وٝ لجلاً سؼییٗ ٕبهشبٍ ٙيٜ ٚ ٕٞشَاُی لبثُ ٔلاكظٝ ای ثب ایٗ ٘بكیٝ ىٍ دَٚسئیٗ ٍٔٛى ٦ٔبِؼٝ ٔب

 ىاٍى، ا٘ؼبْ ٙيٜ إز. 
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ىٍ  وَٚٔبسٌَٛافی سؼٛی٠ یٛ٘یٍٚٗ ٚ ٚ ٕٞىبٍاٖ  Broussalisس٤ٕٛ  2001ىٍ ٕبَ  33كلاَ

ٞبیی ٍٚٗىٍ ثٖیبٍی اُ ٦ٔبِؼبر ىیٍَ  ٌیَی فبُ ػبٔيٚ ػٞبٍٜ Svangardس٤ٕٛ  2003ٕبَ 

، ٍٚٗ ػيیايی ثاَای   2008ىٍ ٕابَ  . ٞبی ثؼاي ٔاٍٛى إاشفبىٜ لاَاٍ ٌَفاز     ثٛى وٝ ىٍ ٕبَ

ف اّٝی ایٗ ٍٚٗ ایٗ ثاٛى  ٞي(. Gruber et  al., 2008غَثبِٖبُی ٕیىّٛسیيٞب ثٝ وبٍ ٍفز )

وابًة  ای وٝ سؼاياى ٘شابیغ    ٞب ایؼبى وٙي ثٝ ٌٛ٘ٝ ثَای ٙٙبٕبیی ٕیىّٛسیئٛطَ وٝ ثشٛا٘ي ٍٚٙی 

 .وبٞ٘ ىٞي وبًة ٔٙفیٚ ٔظجز 

َ  ىٍ ثیٚشَ ٦ٔبِؼبر ػٞبٍٜ ٞابی ىی وَّٚٔشابٖ، اسابَ٘ٛ یاب     ٌیَی اِٚیٝ ثب سَویجای اُ كالا

إز. ػٞبٍٜ سابْ ثاٝ ىٕاز آٔايٜ ثاب      ر ٌَفشٝ إشٛ٘یشَیُ ٍٝٛ-ٔشبَ٘ٛ ٚ آة، ٚ یب كلاَ آثی

سٛا٘ي ػٟز سوّیٜ كلاَ ل٦جی ٔب٘ٙي اسبَ٘ٛ یب ٔشبَ٘ٛ، كبٚی ػٕيٜ سَویجبر دذشیيی ثٛىٜ ٚ ٔی

ٞابی اٙابٍٜ ٙايٜ ثاٝ وابٍ ٍٚى ٚ ٘یاِ ىٍ       ٍٚٗ شی هبِٜ ایٗ دذشیيٞب، ٖٔشمیٕبً ثبٖ٘جی ٚ یب ك

 ٞبی َٔث٥ٛٝ ثبٌٌٍاٍی ٙٛى.  ( ٍٚی ٕشSPEٌٖٛیَی فبُ ػبٔي )ػٞبٍٜ

ٍٚی  ٦ٔ1387بِؼبر َٔث٣ٛ ثٝ إشوَاع ٕیىّٛسیي ىٍ ایَاٖ س٤ٕٛ ٞبٙآ داٍٛ ىٍ ٕابَ    

 ٌٝ٘ٛViola ignobilis ٍَٚی ٌٛ٘اٝ   1390، ىِیَ ىٍ ٕبV. odorata    َ1391ٚ ٍٚٙاٗ ىٍ ٕاب 

٘ؼابْ  ا V. spathulataی ٍٚی ٌٛ٘ٝ 1392ٚ ٍٚئیٙی ىٍ ٕبَ  V. ignobilisی ٔؼيىاً ٍٚی ٌٛ٘ٝ

٦ٔبثك ثب ٍٚٗ اٍائٝ ٙيٜ V. tricolor ٌیَی اسبِ٘ٛی اُ ٌیبٜ ىٍ ایٗ دْٚٞ٘ ػٞبٍٜ ٌَفشٝ إز.

Cleason      ثٝ ىِیُ اٍػبع دٌیَی ایٗ ٍٚٗ ىٍ ٦ٔبِؼبر ىِیَ، ٍٚٙاٗ ٚ ٍٚئیٙای ٚ سبئیاي ٘شابیغ

 (.3-4كبُٝ اُ إشوَاع ٖ٘جی ٕیىّٛسیيٞب ثٝ ٍٚٗ فٛق ا٘ؼبْ ٌَىیي )ٙىُ 
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 Solvent-Solvent partitioning 
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ٔٛاى ٌیبٞی ثب  pre-screenٞب، ایٗ ٍٚٗ ٕٝ َٔكّٝ ىاٍى: ىٍ . غَثبِٖبُی ٕیىّٛسیي2-4 ٙىُ 

( ػٞبٍٜ ٌیَی v/v 1:1( ٚ یب إشٛ٘یشَیُ/ آة )v/v/v 1:1:1وَّٚٔشبٖ/ ٔشبَ٘ٛ/ آة )إشفبىٜ اُ ىی

 mainٙٛى. ىٍ َٔكّٝ هبِٜ ٔی C18 Solid Phase Extractionٞبی ٙٛ٘ي ٚ ٕذٔ ىٍ ٕشٖٛٔی

screen ا٘ي آیب ىاٍای ٕیىّٛسیي ٖٞشٙي یب هیَ. ٞبیی وٝ اُ ٕشٖٛ هبٍع ٙيٜ ٙٛى فَوٚٗٔٚوٜ ٔی

ٞب ٙبُٔ ٚیٌْی ٚیٌْی فیِیىی ٚ ٙیٕیبیی ٕیىّٛسیي 3: ىٍ ایٗ َٔكّٝ main screenَٔكّٝ 

ٞب ثبػض ٙٛى. ٦ٕٛف ٞیيٍٚفٛثی ٕیىّٛسیي ا٘ياُٜ ٌیَی ٔی Cysآثٍَیِی، ػَْ ِٔٛىِٛی ٚ ٔلشٛیبر 

ٝ ُٔبٖ هبٍع ٙيٖ آٟ٘ب اُ ٕشٖٛ وَٚٔبسٌَٛافی فبُ ٔؼىٛٓ ىیَ ثبٙي ٚ ثبُٜ ػَٔی آٟ٘ب ثیٗ ٙٛى ؤی

ٞب ىٍ ایٗ َٔكّٝ ٍٝٛر : سبییي ٟ٘بیی ٕیىّٛسیيpost screenثبٙي. َٔكّٝ ىاِشٖٛ ٔی 5000سب  2500

 ٌیَى.ٔی
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ىٍ  ٚػااٛى دذشیاايٞبیی ىٍ ٔلاايٚىٜ ا٘ااياُٜ ٕاایىّٛسیيٞب ٍا Tricine-SDS-PAGEسٖااز 

وٙاي واٝ ٘یابُ ثاٝ     سبییاي ٔای  َٞ ىٚ ٕ٘ٛ٘ٝ ثاَي ٚ ٌاُ   ٞبی كبُٝ اُ ٖٙشٚٛی ٕشٖٛ ٔلَّٛ

ىٍ ٙٙبٕبیی ٚ ثٍَٕی ىلیك سَ ىاٍ٘ي. ٔیِاٖ دذشیي سؼییٗ ٙيٜ ثب ٍٚٗ ٕٙؼ٘ دَٚسئیٗ ثَىفاٍٛى  

ٖ٘جز ثٝ ىٚ ٔلَّٛ ىیٍاَ ثیٚاشَ    SPEىٍٝي كبُٝ اُ ٖٙشٚٛی ٕشٖٛ  50ٔلَّٛ اسبِ٘ٛی %

ٞب ٘یِ ٘ٚبٖ ىاى اطَ ١ي ٔیىَٚثی ٔلَّٛ اسابِ٘ٛی  ١ي ٔیىَٚثی ایٗ ٔلَّٛإز. ٦ٔبِؼٝ اطَار 

  إز.ٚ ٕبیَیٗ  ٞبی ٞبٙٓ دٍٛ  ٚ ٘یِ ىِیَوٝ سخییي وٙٙيٜ یبفشٝ ثیٚشَ إز  %50

 

 

 

 

 

 

َ  سٛاٖ ٕیىّٛسیيٞب ٍثب إشفبىٜ اُ ٍٚٗ فٛق سٟٙب ىٍ ٍٝٛسی ٔی -ا هبِٜ وَى واٝ ٔلّاٛ

ٍا ىاٍى، ٔؼايىاً   HPLCوٝ لبثّیز اسٞابَ ثاٝ    C18ٞبی كبُٝ اُ ٖٙشٚٛی ٕشٖٛ فبُ ػبٔي 

ٔلّاَٛ  ٍٚی ٕشٖٛ ثبٌٌٍاٍی وَىٜ ٚ ثب سٛػٝ ثٝ ُٔبٖ سبهیَی َٔث٣ٛ ثٝ هَٚع ٕایىّٛسیيٞب،  

ٞبی ٕیىّٛسیيی ٍا ىٍ ٖٙشٚٛی ٕشٖٛ ثب كلاَ ٔٙبٕات ػٕاغ   ٞبی َٔسج٤ ثب َٞ وياْ اُ دیه

 آٍٚی ٕ٘ٛى.

 . َٔاكُ إشوَاع ٕیىّٛسیيٞب ىٍ ایٗ دْٚٞ٘.3-4 ٙىُ
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 مطبلعبت اودبم ضذٌ ريی فعبلیت ضذ میکزيبی سیکلًتیذَب 4-3

١ي ٚیَٚٓ، ١اي ٔیىاَٚة، ١اي     ٞبیفؼبِیز اُ ػّٕٝٞبی ٔوشّف ٕیىّٛسیيٞب فؼبِیز

 ٞب لَاٍ ٌَفشٝ إز.وَْ، ١ي ٥َٕبٖ ٚ... ١ٛٔٛع ثٖیبٍی اُ دْٚٞ٘

ثؼاي اُ   ثٛىٜ إز ٚ 1999ىٍ ٕبَ ٕیىّٛسیيٞب  ىٍ فؼبِیز ١ي ٔیىَٚثی اِٚیٗ ٌِاٍٗ اُ

ٍا ثب سٛػٝ  ١ي ٚ ٘می٢ی سب كيی ٘شبیغ ٦ٔبِؼبر اهیَ آٖ سٟٙب ؿٙي ٍٔٛى ٌِاٍٗ ٌَىیيٜ إز.

ٖ  ٕیىّٛسیيٞب  دشبٖ٘یُ ٚالؼی ٚ ثٙبثَایٗ اٍائٝ ٔی ىٞٙي ٦ٔبِؼبر اِٚیٝ ثٝ ػٛأاُ ١اي    ثاٝ ػٙاٛا

اُ . ثاٝ ٘ظاَ ٔای ٍٕاي واٝ ثَهای       (Daly et al., 2011ُٞٙٛ ٍٚٙاٗ ٘ٚايٜ إاز )    ٔیىَٚثی

ٕیىّٛسیيٞب ىٍ َٙای٤ آُٔبیٚی هبٛ فؼبِیز ١ي ٔیىَٚثی ٘ٚبٖ ٔی ىٞٙي، أاب ایاٗ فؼبِیاز    

ِِٚٔبً سلز َٙای٤ ٕ٘ه ثبلا وٝ ٕٔىٗ إز ىٍ یه ٕبٔب٘ٝ فیِیِّٛٛیىی ٔٚبٞيٜ ٙٛى، كفا   

ٍٕي ىٍ ٔیبٖ فؼابِشَیٗ ٕایىّٛسیيٞبی ثاب    ثٝ ٘ظَ ٔیO2  Cycloviolacinٕ٘ی ٌَىى. ٕیىّٛسیي 

 (.Pränting et al., 2010ٚثی ثبٙي )هبٝیز ١ي ٔیىَ

ٍٝٛر ٌَفز ؿٟبٍ ٕیىّٛسیي  1999 ٕبَ ٚ ٕٞىبٍاٖ ىٍ Tam ىٍ سلمیمی وٝ ثٝ ٕٚیّٝ

ٔٙفی  -ٞبی ٔوشّف )ؿٟبٍ ٌَْثٝ ٍٚٗ ٙیٕیبیی ٕٙشِ ٙي٘ي ٚ فؼبِیز آٟ٘ب ػّیٝ ثبوشَی وبٔلاً

 kalata B1ثٍَٕی ٙي. ٕیىّٛسیيٞبی ٕٙشِی ٙبُٔ  RDAٔظجز( ثب إشفبىٜ اُ  -ٚ ىٚ ٌَْ

ىٍ غّظز ٞبی ُیَ ٔیىَٚٔٛلاٍ فؼبَ  S. aureusٔظجز ٔظُ  إز وٝ ػّیٝ ثبوشَی ٞبی ٌَْ

 Granٚ ثَهلاف ایٗ ٘شیؼٝ . غیَ فؼبَ إز ٔٙفی ٖ٘جشبً -ی ٌَْإز، ِٚی ػّیٝ ثبوشَی ٞب

فؼبَ إز،  غیَ S. aureusّیٝ ٥جیؼی ٍا دیيا وَى٘ي وٝ ػ kalata B1 1973ىٍ ٕبَ  ٕٞىبٍاٖ

ٚ Tam ٕٔىٗ إز ٕیىّٛسیيٞبی ٕٙشِی وٝ س٤ٕٛ . فؼبَ إز ٞبی ٌَْ ٔٙفیِٚی ػّیٝ ٕٛیٝ
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ٚیٌْی ٞبی ٔشفبٚسی ٖ٘جز ثٝ ٕیىّٛسیيٞبیی وٝ ٖٔشمیٕب اُ ٌیبٜ  ا٘يٜثٍَٕی ٙيٕٞىبٍاٖ 

 -ٞبی ىیثٝ ىِیُ سفبٚر ىٍ ٕبهشبٍ یب اٍسجب٣ دُ ٙٛ٘ي ىاٙشٝ ثبٙي، ٔظلاًإشوَاع ٔی

 .یيیِٕٛف

Pränting  َاُ  2010ٚ ٕٞىبٍاٖ ىٍ ٕبcycloviolacin O2 ٞبی ػّیٝ ٥یفی اُ ثبوشَی

ٞبی ٌَْ ٔٙفی ٌَْ ٔظجز ٚ ٌَْ ٔٙفی إشفبىٜ وَى٘ي ٚ اػلاْ وَى٘ي ایٗ ٕیىّٛسیي ػّیٝ ٕٛیٝ

ٔب٘ٙي غیبة آٖ ٍٙي  cycloviolacinىٍ ك٢ٍٛ  Staphylococcus aureusاطَ ثیٚشَی ىاٍى. 

 ٍا ثٝ ایٗ دذشیي ٘ٚبٖ ىاى. ثیٚشَیٗ كٖبٕیز Escherichia coliوٙي ٚ ٔی

ىِیَ، ٍٚٙاٗ   ٞبیٚٞ٘دْ ىٍ ثٌَیَ٘يٜٖ ٦ٔبِؼٝ ٍٚی اطَ ١ئیىَٚثی ٕیىّٛسیيٞب ىٍ ایَا

ٗ    إز وٝٚ ٍٚئیٙی  ٘   .ٝ إاز ا٘ؼابْ ٌَفشا   RDAٞاَ ٕاٝ ثاٝ ٍٚ ٞاب اطاَار   ىٍ ایاٗ داْٚٞ

ٞابی ثیٕابٍیِای اٖ٘اب٘ی ٍٚی    سوّیٜ ٙيٜ ٖ٘جی ػلاٜٚ ثَ ثبوشَی ١ئیىَٚثی ٕیىّٛسیيٞبی

٘یِ ٦ٔبِؼٝ ٙيٜ إز وٝ ثیٚشَیٗ   Xanthomonas oryzeaٔب٘ٙي  ٞبی ثیٕبٍیِای ٌیبٞیثبوشَی

% ثٝ ىٕز آٔيٜ 50سبطیَ ١ي ٔیىَٚثی ٍٚی ایٗ ٕٛیٝ ٚ ىٍ ٔلَّٛ كبُٝ اُ ٖٙشٚٛی اسبِ٘ٛی 

 إز. 

ٝ ًٍ٘ بْ ثٝ ىٕز آٔيٜ اُ ٌیبٜ ثٙفٚٝ ٕٝاطَار ١ئیىَٚثی ؿٙيیٗ ػٞبٍٜ س ای ىٍ ٦ٔبِؼا

ٞابی سابْ اسابِ٘ٛی ٚ ػٛٙاب٘يٜ ٚ     ىٍ ایاٗ ٦ٔبِؼاٝ ػٞابٍٜ   ٍٝٛر ٌَفشٝ إز.  2005ىٍ ٕبَ 

ٞابی  وٝ ٙبُٔ ٕٛیٝ ٞبی ٍٔٛى ثٍَٕی ىاٙشٝ ا٘يهیٖب٘يٜ ثیٚشَیٗ سبطیَ ٍا ٍٚی ٔیىَٚاٌٍب٘یٖٓ

بٍٜ سَویجبر فؼبَ ١اي ٔیىَٚثای اُ ػٞا    .ٌَىىٔیىَٚثی ٌَْ ٔظجز، ٌَْ ٔٙفی ٚ ٘یِ ٔوَٕ ٔی

ٞبی فیشٛٙیٕیبیی ا٘ؼبْ ٙيٜ ىٍ ایاٗ ٦ٔبِؼاٝ   ا٘ي. أب غَثبٍَِیٞبی فٛق سبوٖٙٛ ٙٙبٕبیی ٘ٚيٜ
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وَّٚٔشبٖ، فلاٚ٘ٛئیيٞب ٚ فِٙٛیاه إایي   ٞبی ٔظجشی ثَای ك٢ٍٛ سَدٙٛئیيٞب ىٍ ػٞبٍٜ ىیسٖز

ي ٙااىٍٜٞ ٔشاابِ٘ٛی ٘ٚاابٖ ٔاایٞااب ٚ فلاٚ٘ٛئیااي ىٍ ػٞاابی اسیااُ إااشبر ٚ ٕاابدٛ٘یٗىٍ ػٞاابٍٜ

(Witkowska-Banaszczak et al, 2005    ٝاُ ٘شبیغ كبُٝ اُ ایٗ ٦ٔبِؼٝ ثٝ ٘ظَ ٔای آیاي وا .)

سَویجبر ٔمبْٚ ثٝ ىٔب ٘ظیَ ٕیىّٛسیيٞبی ٔٛػٛى ىٍ ایٗ ٌیبٜ، سٛاْ ثب ٕبیَ سَویجبر ثٝ ٝاٍٛر  

ْٚٞ٘ ٍا ثاٝ هاٛى   ٔی سٛا٘ٙي ػٕيٜ سبطیَار ١ي ٔیىَٚثی ثٝ ىٕز آٔيٜ اُ ایاٗ دا   34افِاییٞٓ

 اهشٞبٛ ىٞٙي. 

ٞبی ا٘ؼابْ  ٞبی ١ي ٔیىَٚثی ىٍ ثَهی اُ دْٚٞ٘ثب سٛػٝ ثٝ ٘شبیغ ١ي ٚ ٘می٠ ٕٙؼ٘

ٍٚٗ ا٘شٚابٍ ؿبٞاه ثاب إاشفبىٜ اُ ٔلای٤ وٚاز       یبفشٝ ٍٚی ٕیىّٛسیيٞب، ىٍ ایاٗ داْٚٞ٘   

ٝ  MHAٞبی ١ي ٔیىَٚثی )إشب٘ياٍى ىٍ ٕٙؼ٘ ٖ  ( ٚ ٔلی٤ سغییَ یبفشٝ ثاب دبیا  ی ٔاَِٛ ٞیٙشاٛ

 وٝ ثب ثبفَ فٖفبر ثٝ كؼٓ ٍٕب٘يٜ ٙيٜ إز، ا٘ؼبْ ٌَىیي.  20ٚ سٛئیٗ  LE  1%ٙبُٔ آٌبٍُٚ 

% داَٚسئیٗ سابْ(   66/0)كبٚی ٚ ٌُ  % دَٚسیئٗ سبْ(24/0)كبٚی  ثَي ػٞبٍٜ سبْ اسبِ٘ٛی

 .E.coli ٚ Pٞبی ٌَْ ٔٙفی ىٍ َٞ ىٚ ٔلی٤ وٚز ٍٚی ٕٛیٝ ٌَْ ىٍ ؿبٞهٔیّی 10ثب ٔیِاٖ 

aeroginosa ٛٔثبٙي. ٍٚی طَ ثٛىٜ ٚ سبطیَ آٟ٘ب ىٍ ٔلی٤ سغییَ یبفشٝ ثیٚشَ ٔیS. aureous  ٞیؾ

ٌُ سابطیَ ُیابىسَی ىاٍى. اطاَ    ی سبْ اسبِ٘ٛی كبُٝ اُ ثَي ٖ٘جز ثٝ اطَی ٘ٚبٖ ٘ياى٘ي. ػٞبٍٜ

١ئیىَٚثی فبُٞبی آثی ٚ ثٛسبِ٘ٛی ػيا ٙيٜ اُ ػٞبٍٜ سبْ اسبِ٘ٛی ثَای ثاَي ٚ ٌاُ ٘یاِ ثاٝ     

ٝ  ى٦ٍبِؼٝ ٙي. سٟٙب ٞبی ٍٔٛى ثٍَٕی ٖٔٔشمیٕبً ٍٚی ٕٛیٕٝٞیٗ ٍٚٗ   فبُ آثی ٌُ ٍٚی ٕاٛی

P. aeroginosa  فم٤ ىٍ ٔلی٤ ٚMHA  ىاٙز ٚ فبُ آثی ثَي ٞبِٝ ػيْ ٍٙي وٛؿىی ٚػٛى

                                                 
34

 Synergism  
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ٔبىٜ ٔٛطَ ١اي ٔیىَٚثای ٚاٍى فابُ ثٛسابِ٘ٛی      وٝ اكشٕبلاً ٔؤیي ایٗ ٦ّٔت إز وٝثی سبطیَ ثٛى 

أب سٟٙب  P. aeroginosa ٍا ٍٚی ٕٛیٝ اطَُ ثٛسبِ٘ٛی ثبُ ٞٓ ثیٚشَیٗ ٙيٜ إز. سبطیَ ٖٔشمیٓ فب

ىٍ ٔلی٤ َِٔٛ ٞیٙشٖٛ آٌبٍ ٔؼِٕٛی ىاٙز، ٚ ىٍ ٔلی٤ سغییَ یبفشٝ ٞیؾ ٌٛ٘ٝ اطَ ١ي ٔیىَٚثای  

٘یِ ثَهلاف ػٞبٍٜ سبْ اسبِ٘ٛی ىٍ َٞ ىٚ ٔلی٤ وٚاز ثای سابطیَ     E. coli٘ٚبٖ ٘ياى. أب ٍٚی 

ِ   S. aureousٌُ ٍٚی ثٛى. فبُ ثٛسبِ٘ٛی ثَي ٚ ٞبِاٝ ػايْ ٍٙاي     MHAٔلای٤   ىٍفما٤   ٘یا

 ٞب ىٍ ٔلی٤ىٞي. ػٞبٍٜ كبُٝ اُ فبُ ثٛسبِ٘ٛی ىٍٖٚ ؿبٞه٘ٚبٖ ٔی وٛؿىی ا٥َاف ؿبٞه

MHA ٜای إز وٝ سمَیجبً ٍٚغٙی ثٛىٜ ٚ ىٍٖٚ ٔلی٤ وٚز ٘فًٛ ٕ٘یكبٚی ٔبى ٝ -وٙي ٚ اُ ِجا

 وٙي. ی ػيْ ٍٙي ایؼبى ٔیٞبِٝ ا٥َاف هٛىٙٛى ایٗ ٔبىٜ ٞبی ؿبٞه ىٍ ٦ٕق دّیز دو٘ ٔی

% كبُٝ اُ ٖٙشٚٛی ٕشٖٛ اطَ ١ئیىَٚثی كشی دأ  80% ٚ 50ٞبی اسبِ٘ٛی ىٍ ٔلَّٛ

ی ٞبثبٙيٚ اُ ٔیبٖ ایٗ فَاوٚٗاُ سغّی  اُ آ٘ؼبئیىٝ ثبُ ٞٓ ٔیِاٖ ٔٛاى ٔٛطَ دبییٗ إز، وٓ ٔی

سبطیَ ىاٙاشٝ ٚ   MHAٍ ٔلی٤ ٚ ى E.coli% ٕ٘ٛ٘ٝ ٌُ سٟٙب ٍٚی 50كبُٝ اُ ٖٙشٚٛ، فَاوٚٗ 

ی ػيْ ٍٙي ىٍ ٔلی٤ سغییَ یبفشٝ ٞبِٝ S. aureous% ثَي ٘یِ سٟٙب ٍٚی 80% ٚ 50ٞبی فَاوٚٗ

  وٛؿىی ىاٙشٙي. 

ایٗ اطَار سىَاٍ دٌیَ ثٛى٘ي ٚ ىِیُ اكشٕبِی ثٝ ایٗ دبٕن ٞبی ثٝ ظبَٞ ٔشٙبل٠ ػيا ٙيٖ 

ٞابی  ٚر ىٍ ػٞبٍٜ ٞب ٚ فَاوٚٗٚ ٚػٛى سَویجبر ٔوشّف ثب هبٝیز آثٍَیِی ٚ ل٦جیز ٔشفب

سغییَ ىٍ ٔیِاٖ ل٦جیز كلاَ ٖٙشٚٛ ىٞٙيٜ ٚ ٕٞـٙیٗ ٚػاٛى   سٛػٝ ثٝ ثب ،هبٍع ٙيٜ اُ ٕشٖٛ

سٛا٘ي ثبٙي. ٕیىّٛسیيٞب اُ ٘ظَ هبٝیز ٔمبىیَ ٔشفبٚسی اُ آٟ٘ب ىٍ ػٞبٍٜ ٞبی ٍٔٛى ٦ٔبِؼٝ ٔی

ثبٙٙي. ثاب سٛػاٝ ثاٝ    ٔیٞبی هٛى سب كيی ٔشفبٚر ٞبی آة ٌَیِی ٚ آة ىٕٚشی ىٍ ثبلیٕب٘يٜ
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ثٝ ٘ظَ ٔی آیي ٔلی٤ وٚز ٞبی ٕٙؼ٘ ١اي ٔیىَٚثای ثاَای ٕایىّٛسیيٞب     ٘شبیغ ایٗ ٦ٔبِؼٝ 

 ؿٙياٖ ثٟیٙٝ ٘ٚيٜ إز. 

 پیطىُبدَب 4-4

ٚ  preparative HPLCإشوَاع سه سه ٕیىّٛسیيٞبی ٔٛػٛى ىٍ ٔلَّٛ ثب ٍٚٗ  .1

 ثٍَٕی اطَ َٞ وياْ ثٝ ٥ٍٛ ٔؼِا. 

 ف١َی كبُٝ اُ ایٗ ٦ٔبِؼٝ ٚ ثٍَٕی فؼبِیز آٟ٘ب.ٕٙشِ ٙیٕیبیی دذشیيٞبی  .2

 .ٚ ِٕٞٛیشیه ی١ي ٥َٕب٘ فؼبِیز ٞبی ٕیىّٛسیيٞب اُ ػّٕٕٝبیَ فؼبِیز ٦ٔبِؼٝ .3

 ٞبی ثبِغ كبُٝ.ثیٚشَ ّٖ ػيیي كبُٝ اُ ایٗ دْٚٞ٘ ٚ دَٚسئیٗثٍَٕی  .4

 بی ثٝ وبٍ ٍفشٝ ىٍ ایٗ دْٚٞ٘. سؼییٗ كيالُ غّظز ٔؤطَ ٕیىّٛسیيٞ .5

یىّٛسیيٞب ػٟز اُ ثیٗ ثَىٖ هٛاٛ ٘ب٦ّٔٛة ثَای وبٍثَىٞبی ٟٔٙيٕی دَٚسئیٗ ٕ .6

 ىٍٔب٘ی.
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 مىببع:

إلاْ ٚ  ی٥ت ٕٙش یٚ ٔجب٘ ینثَ سبٍ ی(. 1387ٍَٕٚٔٙٔ، ٔلٕي١ٍب ٚ ٕٞىبٍاٖ ) یاٍىوب٘

 . ا٘شٚبٍار ٔلائه، سَٟاٖ.یَاٖا

ٞب ٚ  ػٍُٙ یمبر، ٕٖٔٛٝ سلم5ثٙفٚٝ، ٕٙبٍٜ  یَٜس یَاٖ،(. فٍّٛ ا1369ٕبُ، ٔلجٛثٝ ) هبسٓ

 َٔاسغ، سَٟاٖ.

 Viola odorataٔٛػٛى ىٍ  یىّٛسیيٕ یىَٚثی(. ٦ٔبِؼٝ اطَ ١ي1390ٔ) یٍٝا١ یی،فَىٚ ىِیَ

اٍٙي، ىاٍ٘ٚبٜ  ی٘بٔٝ وبٍٙٙبٕ یبٖ. دبیيدذش یٗا یٙٛإیيیٚ آٔ یّ٘ یسٛاِ ییٗٚ سؼ یَاٖا یثٛٔ

 اَِِٞا )ٓ(.

 یِٚ آ٘بِ یَاٖثٙفٚٝ ىٍ ا ٞبی¬اُ ٌٛ٘ٝ یىیىٍ  یىّٛسیيّٖ ٕ ییٕب(. ٙٙب1391اوَْ ) ٍٚٙٗ،

 اٍٙي، ىاٍ٘ٚبٜ اَِِٞا )ٓ(. ی٘بٔٝ وبٍٙٙبٕ یبٖآٖ. دب یّٖٗ ٚ دَٚسئ یسٛاِ یٛا٘فٍٛٔبسیىیث

 یبٖ. دبیَا٘یىٍ ثٙفٚٝ ا یىَٚثی١ئ یيٞبیوٙٙيٜ دذش یبٖث ی(. ٦ٔبِؼٝ ّٟ٘ب1392ٟٖٔب ) ٍٚییٙی،

 اٍٙي، ىاٍ٘ٚبٜ اَِِٞا )ٓ(. ی٘بٔٝ وبٍٙٙبٕ

 . ا٘شٚبٍار ىاٍ٘ٚبٜ سَٟاٖ، سَٟاٖ.یَاٖا ییىاٍٚ یبٞبٖ(. 1329ٌ) یػّ ٌٍَُی،

 ٙفبثو٘. ا٘شٚبٍار ثبٍثي ٟٔٚي. یبٞبٖٚ ٌ ٞبیٜٛ(. 1373ٔ) یُإٕبػ ٙجٛػی،

ٚاكي  -یا٘شٚبٍار ىاٍ٘ٚبٜ آُاى إلأ یَاٖ،ا ییىاٍٚ یبٞبٖ(. 1385ٌ) یَٓٔ یيی،اوَْ  ػ ػیيی،

 .یمبرْٛ ٚ سلمػّ

١ي  یيٞبی(. دذش1390. )یٛاٞ یت،ف٢ُ الله  ٙى یيٕ ی،َُٞا  ٕٔٛٛ یيْٜ٘اى، ٕ ٕٔٛٛی

 . یىَٚةٔ

 .یثٟٚش یياٍٙي، ىاٍ٘ٚبٜ ٟٙ ی٘بٔٝ وبٍٙٙبٕ یبٖ( دب1387) یٓدٍٛ، اثَاٞ ٞبٙٓ
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Abstract: 

 
The cyclotides are the largest known family of cyclic proteins which have 

been found in plants from the Rubiaceae, Violaceace, Cucurbitaceae and Fabaceae 

families. The complex structure of these small proteins consists of approximately 

30 amino acid residues and the cyclic cystine knot motif. The cyclotides are 

believed to have an important role in plants defense system by their insecticidal 

effects. Due to their multiple bioactivities, specialy antiviral, antifungal, 

antibacterial, anthelmintic, anticancer &…, and also their exclusive structure; with 

exceptional stability cyclotides have attracted interest as templates for protein 

engineering and drug design applications. These circular peptides have been 

natural gene products and to have ribosomal synthesis. Therefore the study and 

sequencing of genetic structures of these peptides are very important. In this study 

the main content and genetic structure of cyclotides from Iranian Viola tricolor, 

have been studied by cDNA screening and cloning of resulted DNA fragments. 

This study resulted in relatively new gene sequence. Extraction and purification of 

cyclotides from Iranian Viola tricolor was performed and their antimicrobial 

effects were studied against several bacterial strains using diffusion assay. By the 

aim of our study extraction and purification of cyclotides were done by 

fractionation and solid phase extraction methods. Also, attendance of cyclotide in 

extract was verified by tricine-SDS page and spectroscopic studies. Examination 

of antimicrobial effects of partially purified cyclotides, also was performed by 

WDA method and was defined that P.aeroginosa is most susceptible bacteria. 

 

 

 

 

 


